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Resumo 

A Doença de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa e progressiva do 

Sistema Nervoso Central, caracterizada pela perda seletiva de neurônios dopaminérgicos 

(DA) da região da substancia nigra pars compacta (SNpc). Atualmente, a DP carece de 

medicamentos que possam impedir a sua progressão, sendo os tratamentos atuais 

direcionados para o seu alívio sintomático. Dessa forma, existe uma urgência no 

desenvolvimento de medicamentos que possam reverter o quadro de progressão da DP, 

de forma a impedir a morte progressiva dos neurônios DA. Peptídeos isolados da peçonha 

e veneno de animais possuem um potencial exploratório para a identificação de novos 

fármacos. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial efeito 

antiparkinsoniano e neuroprotetor do peptídeo occidentalina-1202 no modelo de lesão 

unilateral induzida por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) em camundongos. Os animais 

foram tratados com doses diárias de occidentalina-1202 de 8, 4 e 2 mg/kg por via 

subcutânea e por nove dias. Dois testes comportamentais foram selecionados para este 

estudo: teste de desempenho motor no Rotarod e teste de comportamento rotatório 

induzido por apomorfina. Além disso, foi realizada uma imunofluorescência na região da 

SNpc, afim de identificar neurônios positivos para a enzima tirosina hidroxilase 

(neurônios DA). Os resultados mostraram que a occidentalina-1202 promoveu uma 

melhora motora progressiva nos animais tratados com a dose de 8 mg/kg, sendo capaz de 

preservar 60,7% dos neurônios DA na SNpc. As doses de 2 e 4 mg/kg não tiveram efeitos 

positivos sobre o comportamento motor dos animais, sendo que a menor dose 

desempenhou um efeito protetor sobre os neurônios DA, enquanto a dose intermediária 

não conseguiu desempenhar o mesmo efeito. Além disso, a occidentalina-1202 não 

reduziu os giros contralaterais em nenhuma das doses aplicadas, provavelmente devido a 

intermediária extensão de lesão unilateral induzida. Por último, um achado interessante 

foi que a occidentalina-1202 na sua dose máxima proporcionou uma sobrevida de 100% 

nos animais, enquanto as doses de 4 e 2 mg/kg proporcionaram uma sobrevida de 87,5% 

e 81,8% respectivamente, em comparação ao grupo 6-OHDA, que teve uma sobrevida 

menor, de 66,7%. Dessa forma, conclui-se que a occidentalina-1202 mostrou um 

potencial efeito antiparkinsoniano e promissor efeito neuroprotetor, sendo capaz de 

preservar os neurônios DA na SNpc e desempenhar uma melhora sobre o comportamento 

motor dos animais. 

Palavras-chaves: Doença de Parkinson; Peptideos terapêuticos; Peçonha; Occidentalina-

1202; Rotarod; 6-OHDA;  
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Abstract 

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative and progressive disorder of the Central 

Nervous System (CNS), featured by the selective loss of dopaminergic (DA) neurons 

from the substantia nigra pars compact (SNpc). At this moment, PD lacks medicines that 

can halt its progression and current treatment aims to the symptomatic relieve. In this 

sense, there is an urgency in the development of new drugs that can reverse the 

progression of PD, in a way of halting the progressive loss of DA neurons. Peptides 

isolated from animal venoms present a potential source of new medicines. Thus, the 

present research aimed to evaluate the potential antiparkinsonian and neuroprotective 

effect of the peptide occidentalin-1202 in the 6-hydroxydopamine (6-OHDA)-induced 

unilateral lesion in mice. The animals were treated with three daily doses of occidentalin-

1202 (8, 4, and 2 mg/kg), by subcutaneous route, for nine days. Two behavior tests were 

selected for this study: motor performance test in Rotarod and apomorphine-induced 

rotation test. Moreover, an immunofluorescence test was performed in the SNpc region 

in order to quantify positive neurons to the tyrosine hydroxylase enzyme (DA neurons). 

The results showed that occidentalin-1202 improved motor performance in animals 

treated with 8 mg/kg of the peptide, protecting 60.7% of DA neurons in the SNpc. The 4 

and 2 mg/kg doses did not exert positive effects on animals’ motor performance, in 

contrast to an improvement in DA neurons promoted by the lower dose. The intermediate 

dose had no effect on DA neuron protection. In addition, occidentalin-1202 did not 

improve contralateral rotations in any of the applied doses, this result was probably due 

to an intermediate extension of unilateral induced lesion. Lastly, occidentaline-1202 

provided a 100% survival rate when applied in its maximal dose, while the doses of 4 and 

2 mg/kg provided a survival rate of 87.5% and 81.8% respectively, in comparison to the 

6-OHDA group, which had a minor survival rate of 66.7%. Overall, occidentalin-1202 

showed a potential antiparkinsonian and neuroprotective effect, preserving DA neurons 

from SNpc and performing an improvement in animals’ motor behavior. 

 

 

Keywords: Parkinson’s Disease, Therapeutics peptides, Animals venom, Occidentalin-

1202, Rotarod; 6-OHDA 
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Introdução 

Propedêutica da Doença de Parkinson  

Com o progresso de envelhecimento populacional mundial, a maior causa de 

incapacidade dentre a população idosa está sendo atribuída às doenças neurológicas, em 

especial a Doença de Parkinson (DP) (Feigin et al. 2017). A DP trata-se de uma doença 

neurodegenerativa, crônica e progressiva do Sistema Nervoso Central (SNC), sendo o 

segundo transtorno neurodegenerativo mais comum, depois da Doença de Alzheimer, e o 

de crescimento mais vertiginoso (Feigin et al. 2017). Entre os anos de 1990 a 2015, a 

população de indivíduos com DP passou de 2,6 milhões para 6,3 milhões, tendo um 

aumento proporcional de aproximadamente 2,4 vezes dentro de um período de 25 anos. 

Dessa forma, estima-se que até os anos de 2040, o número de pacientes diagnosticados 

com a doença irá mais que dobrar, o que traz uma maior atenção para a DP quanto à 

compreensão sobre a sua patologia e busca de novos tratamentos (Feigin et al. 2017; 

Dorsey e Bloem 2018). A atual prevalência da DP encontra-se entre 2-3% da população 

acima de 65 anos de idade, tendo um aumento proporcional ao avanço da idade, sendo 

este o principal fator de risco para a doença (Poewe et al. 2017). 

Ainda que já se tenha um avanço sobre a compreensão patológica da DP, o fator 

causal para o seu desenvolvimento continua obscuro. Tanto fatores genéticos como 

ambientais estão relacionados com o seu desenvolvimento. Estima-se que entre 10% dos 

indivíduos diagnosticados com a DP possuam mutações gênicas associadas com a doença, 

enquanto os casos classificados como esporádicos contam com quase 90% dos indivíduos 

(Klein e Westenberger 2012; Fleming 2017). Apesar da baixa proporção entre os casos 

genéticos e esporádicos, a vantagem de se conhecer os casos de mutações gênicas é a 

compreensão quanto à etiologia da DP, além de fornecer possíveis alvos farmacológicos. 

De fato, o desenvolvimento da DP envolve uma questão multifatorial de elementos que 

desencadeiam a doença (Kalia e Lang 2015). Dessa forma, a DP não se trata de apenas 

uma doença, mas sim múltiplas condições que desencadeiam em um mesmo quadro 

patológica, mas com causas, sintomas e progressões diferentes (Kalia e Lang 2015). 

São dois os fatores neuropatológicos que descrevem a DP: o acúmulo 

generalizado da proteína α-sinucleína na forma de inclusões citoplasmáticas, chamadas 

de corpos de Lewy, e a perda seletiva de neurônios dopaminérgicos da região da 

substantia nigra pars compacta (SNpc) (Dickson et al. 2009; Halliday et al. 2011) (Figura 

1 A e B). Estes neurônios possuem uma particularidade que é a pigmentação de cor escura 
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devido a produção de neuromelanina (Zecca et al. 2001). A perda destes neurônios 

dopaminérgicos (DA) leva à queda de liberação de dopamina na região do estriado, o que 

ocasiona na perda motora e desenvolvimento dos principais sinais da doença, sendo eles: 

bradicinesia, tremor em repouso, instabilidade postural e rigidez (Kalia e Lang 2015). 

Para o desenvolvimento dos sinais motores, estima-se uma perda entre 60-70% destes 

neurônios (Grosch et al. 2016). Corroborando esses dados, em um estudo com 20 

encéfalos de pacientes com DP, no período entre 1-27 anos após o diagnóstico, indicou-

se uma perda entre 50-90% dos neurônios da SNpc até os quatro primeiros anos de 

diagnóstico, caracterizando a progressão incisiva da doença (Kordower et al. 2013). 

De fato, a neurodegeneração progressiva da DP inclui-se com uma piora dos sinais 

da doença. Em uma meta-análise, estimou-se um período de sobrevida dos pacientes entre 

6,9-14,3 anos após o diagnóstico – importante destacar que os valores encontrados no 

estudo mostraram alta heterogenicidade (Macleod et al. 2014). É certo que os níveis de 

mortalidade para pacientes com DP aumentem com o avanço da idade, sendo uma das 

principais causas de morte devido a pneumonia por aspiração (Pennington et al. 2010). 

Outras regiões do encéfalo também são afetadas pela doença, levando a perda 

também de neurônios não dopaminérgicos e no desenvolvimento de sinais não motores, 

como: hiposmia, distúrbios do sono REM, constipação (prisão de ventre) – muitos deles 

precedem em mais de uma década o desenvolvimento de sinais motores e são chamados 

de sinais prodrômicos (Braak et al. 2002; 2004; Chaudhuri et al. 2006). Possivelmente, a 

perda de neurônios catecolaminérgicos e colinérgicos, e dentre outros fatores patológicos 

que ocorrem fora da SNpc, são os responsáveis por desencadear os sinais não motores na 

DP (Sulzer e Surmeier 2013).  
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Figura 1: Fatores patológicos da DP. (A) Degeneração seletiva dos neurônios 

dopaminérgicos na SNpc; a ampliação do mesencéfalo demonstra a representação da SN 

em um indivíduo sadio e em um indivíduo com DP: do lado direito a SNpc preservada, 

do lado esquerdo SNpc em neurodegeneração. (B) Processo neurodegenerativo induzido 

pelo acúmulo da alfa-sinucleína alterada; a ampliação mostra como o processo de 

agregação da alfa-sinucleína se dá, começando pelos monômeros alterados, partindo para 

a formação dos oligômeros, fibrilas e, por fim, dos corpos de Lewy. 

 

Apesar destes sinais prodrômicos serem indicativos de desenvolvimento da DP e 

possuírem uma certa sensibilidade, eles não são específicos o suficiente para serem 

utilizados como biomarcadores específicos e possibilitarem um diagnóstico diferencial 
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precoce da doença (Pilotto et al. 2017). Hoje, o diagnóstico da DP baseia-se na avaliação 

clínica, com exames físicos e histórico do paciente (análise dos sinais motores e não 

motores e histórico familiar). Dentro da avaliação física, o paciente diagnosticado com a 

DP deve apresentar os sinais clássicos do parkinsonismo (bradicinesia, tremor em repouso 

e rigidez) (Berg et al. 2015) e ao menos apresentar dois dos quatro critérios de suporte do 

diagnóstico. Dentre eles, (1) um sinal parkinsoniano, no caso o tremor em repouso, (2) 

melhora de quadro motor na aplicação de terapia dopaminérgica, (3) apresentar 

discinesias induzidas por terapia com Levodopa e (4) perda olfatória ou denervação 

simpática cardíaca por cintilografia miocárdica com metaiodobenzilguanidina – Iodo 123 

(para revisão, Armstrong e Okun 2020). Outros métodos também podem ser usados para 

sustentação do diagnóstico, como tomografia computadorizada de emissão de fóton único 

do transportador de dopamina (DAT SPECT), para avaliação dos neurônios DA na SNpc 

(Armstrong e Okun 2020). No entanto, devido à falta de biomarcadores e toda a 

complexidade particular da DP, não há um diagnóstico precoce que possa identificar a 

doença antes dos sinais motores surgirem, tornando o desenvolvimento de terapias que 

impeçam a progressão da doença mais desafiador.  

 

Tratamentos farmacológicos para a DP 

 Hoje, um dos principais desafios que compõe o tratamento da DP é a falta de 

medicamentos neuroprotetores, ou seja, fármacos que modifiquem o curso progressivo 

da doença e impeçam a degeneração contínua dos neurônios DA na SNpc. 

Particularmente, o desenvolvimento de novos tratamentos para a DP vem progredindo 

lentamente, sendo que a própria característica heterogênea da doença dificulta o 

desenvolvimento de medicamentos eficazes.  

Algumas estratégias vêm sendo estudadas como potenciais alternativas. A 

exemplo, a terapia gênica direcionada, que mira o tratamento sobre um gene disfuncional 

por introdução, substituição, silenciamento ou correção do gene, são uma opção (Axelsen 

e Woldbye 2018). Alguns estudos clínicos já estão avançando no desenvolvimento de um 

tratamento eficaz para indivíduos com mutações nos genes LRRK2 (NCT03710707) e 

GBA (NCT02906020) (https://clinicaltrials.gov) (Silveira et al. 2019). Porém, não há até 

o momento um tratamento que possa incluir amplamente os indivíduos com DP no quesito 

de proteção do tecido cerebral contra a neurodegeneração progressiva. 

https://clinicaltrials.gov/
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 Atualmente, os principais tratamentos para a DP se baseiam apenas no alívio 

sintomático. Nos tópicos a seguir, as principais terapias usadas para tratar os sinais 

motores e não motores serão melhor detalhadas. 

 

Tratamentos dos sinais motores 

 O tratamento dos sinais motores da DP se baseia em atender a demanda de 

sinalização dopaminérgica entre a SNpc e o estriado. Hoje, o principal medicamento 

aplicado é a Levodopa (L-dopa), um precursor da dopamina que, quando administrado 

por via sistêmica, é absorvido pelo SNC e convertido nesse neurotransmissor ao chegar 

nos neurônios DA. Essa reposição de dopamina por parte dos neurônios aumentam a 

liberação desse neurotransmissor nas fendas sinápticas e aliviam os sinais motores, visto 

que a queda da neurotransmissão dopaminérgica estriatal é uma das principais 

características patológicas da DP. A L-dopa é considerada o “padrão ouro” de tratamento, 

com o seu amplo uso já passando dos seus 50 anos. Toda sua superioridade farmacológica 

se dá por ser o medicamento que melhor impacta na qualidade de vida dos pacientes, além 

do seu ótimo custo-benefício (Lewitt 2015).  

 No entanto, mesmo a L-dopa tendo uma ótima resposta nos pacientes, ela ainda 

apresenta algumas desvantagens. Por exemplo, somente uma pequena fração do composto 

chega até o SNC. A administração oral da L-dopa leva a sua degradação periférica 

precoce pelas enzimas descarboxilase. De forma a contornar esse problema de 

biodisponibilidade, são empregados a administração conjunta com fármacos inibidores 

de descarboxilases (Benserazida e Carbidopa). Estes medicamentos inibem estas 

enzimas, o que impede a degradação periférica da L-dopa e aumenta a sua 

biodisponibilidade no SNC (LeWitt 1989). 

 Outra desvantagem da L-dopa é a indução de discinesias – movimentos 

involuntários coreoatetóides que se assemelham a uma dança –, principalmente quando 

há o uso de doses elevadas (Turcano et al. 2018; Armstrong e Okun 2020). De fato, o 

aumento da dose e da frequência de administração (entre 2-3 horas) é algo gradual, de 

forma a acompanhar o avanço da doença. Isso acontece não por conta de aumento da 

tolerância dos pacientes ou perda de eficácia da L-dopa, mas devido à própria 

característica da DP. A perda paulatina dos neurônios DA impede que essas células 

armazenem a dopamina, além do paciente perder a resposta de longa e curta duração à 
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medicação dopaminérgica (Chou et al. 2018). Uma forma para se tratar as discinesias é a 

redução de medicamentos dopaminérgicos ou adicionando-se a amantadina (Fox et al. 

2018). 

 Além da L-dopa, outros medicamentos que também são usados são os inibidores 

da MAO-B e os agonistas dopaminérgicos. Esses medicamentos podem ser administrados 

de 1 a 3 vezes por dia (dependendo da formulação) e possuem menor riscos de indução 

de discinesias, mas, em contrapartida, não provocam o mesmo alívio sintomático 

observado com a L-dopa (Gray et al. 2014). Na verdade, os agonistas dopaminérgicos 

possuem maior risco de efeitos adversos; o tratamento oral de ropinirol e pramipexol 

podem levar ao desenvolvimento de distúrbios de controle dos impulsos (gastos 

financeiros compulsivos, comportamentos sexuais e alimentares anormais, uso 

compulsivo de medicamentos) (Garcia-Ruiz et al. 2014). Além disso, pacientes tratados 

com agonistas dopaminérgicos ainda podem experimentar sinais de abstinência no 

momento de retirada desses medicamentos (ansiedade, ataques de pânico, irritabilidade, 

sudorese, dor) (Rabinak e Nirenberg 2010; Pondal et al. 2013). 

 Em virtude da complexidade do tratamento dos sinais motores da DP, a seleção 

de uma boa estratégia farmacológica deve ser embasada com uma conversa entre paciente 

e médico, considerando ambos riscos e benefícios. A combinação de medicamentos é 

uma opção em alguns casos avançados, como o uso da L-dopa com inibidores da MAO-

B e catecol-O-metiltransferase (estes aumentam a disponibilidade de dopamina nas 

fendas sinápticas) (Pessoa et al. 2018).  

 Importante destacar novamente a inércia no desenvolvimento de novos 

tratamentos da DP. Nos últimos 20 anos, o FDA (Food and Drug Administration) 

aprovou cerca de 12 medicamentos, sendo que alguns desses são considerados apenas 

novas formulações de terapias já existentes. A Inbrija® é uma nova formulação inalatória 

para a L-dopa, enquanto a Duopa® e a Rytary® são formulações conjuntas de L-dopa e 

Carbidopa. A Duopa® é uma suspenção enteral na forma de gel entregue diretamente para 

o intestino do paciente, mas que precisa de um processo cirúrgico (gastrostomia 

endoscópica percutânea com tubo jejunal) para instalação de uma bomba portátil que 

administra a L-dopa ao longo de 16 horas (Wirdefeldt et al. 2016; Wang et al. 2018); já a 

Rytary® é uma formulação de cápsula de ambos os medicamentos com liberação 

prolongada (Mittur et al. 2017). Dessa forma, isso demonstra a necessidade no 
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investimento de pesquisa para novos tratamentos neuroprotetores, de forma a aumentar o 

espectro de medicamentos que possam tratar e impedir a progressão da DP. 

 

Tratamento dos sinais não motores 

 O tratamento dos sinais não motores em pacientes com DP tem como alvos outros 

neurotransmissores que não a dopamina. Essas estratégias farmacológicas se assemelham 

com as terapias usadas para tratar os mesmos sinais na população em geral. 

 No caso de pacientes com sinais de demência, o tratamento recomendado é a 

rivastigmina, um agonista colinérgico (Fox et al. 2018). Para casos de depressão, o 

tratamento farmacológico envolve tanto os inibidores seletivos da recaptação da 

serotonina e noreprinefina ou somente serotonina, quanto os antidepressivos tricíclicos 

(Fox et al. 2018). 

 Em casos de DP com psicose, recomenda-se primeiro fazer o desmame com 

medicamentos que possam contribuir para o estado de psicose do paciente; fármacos 

anticolinérgicos, amantadina, agonistas dopaminérgicos, inibidores da MAO-B e, às 

vezes, levodopa devem ser retirados e o paciente monitorado para averiguar melhor a 

incidência desse quadro. Caso os sintomas de psicose persistam, o uso de pimavanserina, 

clozapina e quetiapina é recomendado (Fox et al. 2018). Outros medicamentos 

antipsicóticos não são incluídos devido ao risco de piora dos sinais motores e morte 

(Weintraub et al. 2016; Iketani et al. 2017; Fox et al. 2018). A pimavanserina é um 

agonista inverso e seletivo do receptor de serotonina 5-HT2A. Já a quetiapina e a 

clozapina são antagonistas com afinidade tanto com receptores serotoninérgicos como 

dopaminérgicos. A quetiapina, apesar de ser o antipsicótico mais apropriado no meio 

clínico, não apresentou eficácia comprovada com os estudos clínicos realizados, 

provavelmente pelo baixo número de indivíduos usados nesses estudos (Fox et al. 2018).   

 Para o tratamento de distúrbios do sono REM, recomenda-se o uso inicial de 

melatonina ou de clonazepam. Com relação às disfunções autonômicas, o tratamento 

normal fornecido para a população em geral é o mais recomendado. Nos casos de 

hipotensão orstostática, pode-se usar fludrocortisona, midodrina e droxidopa. Já em casos 

de constipação, o uso de laxantes e procinéticos em geral é o mais utilizado. Para o 

tratamento da disfunção sexual, a sildenafila é recomendada. Nos casos de sialorreia, 

condição onde há um excesso de salivação, o uso de injeções da toxina botulínica pode 
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ser bastante eficaz, além de agentes anticolinérgicos que também podem melhorar o 

quadro de disfunção urinária (para revisão Fox et al. 2018; Armstrong e Okun 2020). 

 No geral, a escolha de estratégia para tratamento farmacológico varia em relação 

ao quadro clínico do paciente, levando-se em conta as prováveis interações de fármacos 

que podem se desenvolver. Dessa forma, é importante que haja um consenso entre os 

médicos responsáveis pelo paciente e o próprio, além de também a participação dos 

familiares no seu acompanhamento.  

A inclusão de terapias não farmacológicas também são ótimas escolhas para 

alguns dos sinais não motores. Como exemplos, a terapia cognitivo-comportamental e 

estimulação magnética transcraniana repetitiva são boas alternativas para tratar a 

depressão em pacientes com DP. Mais importante ainda, o cuidado próximo com estes 

pacientes e a presença de familiares e pessoas que possam estimulá-los, seja com jogos 

ou atividades físicas, é imprescindível. A apatia – perda da iniciativa e emoções atenuadas 

– é um dos sinais que se tornam presentes na vida dos indivíduos com DP e não há um 

tratamento farmacológico adequado que possa melhorar essa condição (den Brok et al. 

2015; Fox et al. 2018).  

 

Mecanismos envolvidos na neurodegeneração na DP 

α-sinucleína 

 Como mencionado anteriormente, muitos dos casos genéticos da DP ajudaram na 

compreensão dos mecanismos patológicos relacionados com a neurodegeneração. A 

primeira mutação encontrada foi em 1997 no gene responsável pela síntese da proteína α-

sinucleína, o SNCA (Polymeropoulos et al. 1997). Sugeriu-se que essa proteína fosse 

relacionada com o trânsito de neurotransmissores nas células nervosas, mas seu exato 

mecanismo nos neurônios ainda não é totalmente elucidado (Stefanis 2012). A α-

sinucleína possui 140 resíduos de aminoácidos e seu estado fisiológico encontra-se de 

duas maneiras, na forma de monômeros e, majoritariamente, tetrâmeros, ricos em 

conformação de α-hélice e resistentes à agregação – ambas as conformações apresentam-

se em equilíbrio dinâmico dentro da célula (Wang et al. 2011; Bartels et al. 2011; Dettmer 

et al. 2013). A quebra do equilíbrio entre essas conformações, induzindo a maior 

formação de monômeros em relação aos tetrâmeros, leva ao acúmulo de α-sinucleína – 
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mudando a sua conformação para folha-β – na forma de fibrilas, formando em seguida os 

corpos de Lewy (Figura 1 B) (Dettmer et al. 2015).  

De fato, a agregação de α-sinucleína pode ser induzida tanto por fatores 

ambientais quanto por fatores genéticos. Muitas das mutações encontradas sobre o gene 

SNCA, e responsáveis pelo desenvolvimento das formas familiares da DP, estão 

associadas com a quebra do equilíbrio fisiológico das suas formas monoméricas e 

tetraméricas (Dettmer et al. 2015). Dentre essas mutações, pode-se encontrar trocas de 

resíduos de aminoácidos em pontos específicos da proteína (A53T, A30P, E46K, H50Q, 

G51D e A53E) ou multiplicação do gene SNCA (Dehay et al. 2015). Outros tipos de 

mutações associadas ao desenvolvimento da DP também desestabilizam a homeostase 

fisiológica da α-sinucleína, como mutações sobre a proteína LRRK2 (maior fator de risco 

genético para formas familiares da DP) e GBA (maior fator de risco genético para formas 

esporádicas da DP) (Volpicelli-Daley et al. 2016; Sidransky et al. 2009). 

Dessa forma, estes agregados proteicos são os responsáveis por induzir uma série 

de eventos tóxicos nos neurônios, como a neuroinflamação, estresse oxidativo, distúrbio 

mitocondrial, prejuízo na homeostase do cálcio intracelular e comprometimento dos 

sistemas ubiquitina-proteassoma e da autofagia lisossomal (Figura 2) (Poewe et al. 2017). 

Além disso, uma característica importante para estes agregados proteicos é a sua 

capacidade priônica, em que fibrilas de α-sinucleína podem ser transmitidas através do 

transporte intra-axonal para outras regiões do sistema nervoso e induzir a agregação desta 

mesma proteína em outros neurônios (Angot et al. 2010; Brundin et al. 2010). Os 

agregados de α-sinucleína também são liberados no meio extracelular por exocitose e 

incorporados por outros neurônios pelo processo de endocitose (Figura 2) (Angot et al. 

2010; Brundin et al. 2010).   

 A hipótese priônica da α-sinucleína coincide com uma das hipóteses mais bem 

estabelecidas para a progressão da doença, a hipótese de Braak e colaboradores. Braak et 

al (2002) descreveu os estágios patológicos relacionados a agregação da α-sinucleína, 

começando pelo sistema olfatório ou entérico (estágios 1 e 2; assintomáticos), atingindo 

em seguida sobre as regiões do mesencéfalo e do prosencéfalo (estágios 3 e 4; 

desenvolvimento dos sinais motores) e chegando por último em regiões cerebrais 

límbicas e neocorticais, em estágios mais avançados da doença (estágios 5 e 6) (Braak et 

al. 2002). Além disso, esta hipótese também sustenta a ideia de que os agregados de α-

sinucleína são inicialmente formados no trato gastrointestinal e chegam até o mesencéfalo 
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através do nervo vago (Berg et al. 2015). Estas fibrilas se formam acompanhando o 

desenvolvimento dos sinais iniciais da DP de hiposmia e constipação, antecedendo os 

sinais motores, momento em que os agregados proteicos já atingiram a SNpc (George et 

al. 2013). 
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Figura 2: Mecanismos moleculares responsáveis pelo desencadeamento do processo 

degenerativo dos neurônios dopaminérgicos da SNpc (em vermelho). Figura esquemática 

abordando o envolvimento da agregação da alfa-sinucleína, neuroinflamação, 

desregulação da homeostase do cálcio, estresse oxidativo e disfunção mitocondrial. A 

alfa-sinucleína, ao se agregar, forma oligômeros. A partir dessa nova estrutura 

conformacional há desencadeamento de diferentes processos dentro do neurônio, 

incluindo a disfunção mitocondrial, estresse oxidativo e neuroinflamação, que são 

responsáveis por induzir a morte celular. Além disso, os oligômeros se juntam e formam 

as fibrilas em folha beta, caracterizadas por sua capacidade de transmissibilidade para 

outros neurônios e indução de agregação de outras moléculas de alfa-sinucleína. Essas 

fibrilas também são responsáveis por induzir a neuroinflamação, aumentando a formação 

de micróglia no seu estado pró-inflamatório (M1) e recrutamento de linfócitos T, e o 

estrese oxidativo. A desregulação da homeostase do cálcio também é um processo 

envolvido na neurodegeneração das células DA, sendo este envolvido na disfunção 

mitocondrial e na geração de espécies reativas de oxigênio. Por último, a disfunção 

mitocondrial é um dos fatores intrínsecos envolvidos na morte neuronal presente na DP, 

estando envolvida nos diferentes processos descritos anteriormente, mas também 

relacionadas com mutações gênicas ou por intoxicação de substâncias tóxicas. 

 

Disfunção mitocondrial 

 As mitocôndrias são organelas ligadas à membrana responsáveis por uma série de 

funções intracelulares, como: produção de ATP, metabolismo e síntese de 

macromoléculas (lipídeos, aminoácidos e nucleotídeos), formação de tampões de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) e cálcio (Ca2+) citoplasmático, regulação do 

equilíbrio redox celulares, controle dos mecanismos de apoptose e sustentação de redes 

de sinalização intracelular (Scarffe et al. 2014; Bose e Beal 2016; Spinelli e Haigis 2018).  

Dentro do SNC, as mitocôndrias agem sobre uma maior demanda energética, seja 

pela atividade neuronal ou pela polarização estrutural dessas células. Além disso, 

neurônios são células pós-mitóticas, o que recai ainda mais o rigor sobre a atividade 

mitocondrial, visto que diferente das células somáticas, os neurônios permanecem com 

as mitocôndrias por toda a sua sobrevida. Apesar de suas funções serem críticas para os 

neurônios, os processos bioquímicos exercidos nas mitocôndrias geram intermediários 

reativos de oxigênio que danificam ácidos nucléicos, proteínas e lipídios. Dessa forma, o 

controle de qualidade quanto a atividade das mitocôndrias são imprescindíveis no 

neurônio, afim de se evitar o excesso de moléculas reativas que possam danificar as 

células nervosas (Grenier et al. 2013; Scarffe et al. 2014; Spinelli e Haigis 2018).  

A hipótese da disfunção mitocondrial como um dos fatores patológicos envolvidos 

na etiologia da DP veio com a descoberta do componente 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
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tetrahidropiridina (MPTP). O MPTP é um subproduto da síntese do opioide sintético 

desmetilprodina e é o precursor do 1-metil-4-fenilpiridínio (MPP+), sendo essa última 

molécula o produto neurotóxico responsável por inibir o complexo 1 das mitocôndrias e 

induzir ao estresse oxidativo nos neurônios. O MPTP foi inicialmente identificado em 

1983 em quatro pacientes intoxicados com a droga e que desenvolveram um quadro agudo 

de parkinsonismo, com perda seletiva dos neurônios dopaminérgicos na SNpc (Langston 

et al. 1983). Desde então, o MPTP vem sendo amplamente usado como modelo animal 

parkinsoniano, envolvendo estudos sobre a mitocôndria como fator central da DP e 

implicando em hipóteses para as características fisiopatológicas, epidemiológicas e 

genéticas da doença.   

Além do MPTP, uma série de outros fatores também correlacionam o 

envolvimento da disfunção mitocondrial sobre a DP. O primeiro deles é a exposição à 

rotenona, um pesticida amplamente usado para controle de pragas e com ação inibitória 

no complexo 1 mitocondrial. A exposição direta à rotenona está associada com um alto 

risco para o desenvolvimento da DP, principalmente em regiões rurais (Dawson e 

Dawson 2003; Tanner et al. 2011). Outro fator é a presença de disfunção do complexo 1 

da mitocôndria e de defeitos genéticos – acúmulo de deleções do DNA mitocondrial – em 

tecidos post-mortem de pacientes (Schapira et al. 1989; Grünewald et al. 2016; Coxhead 

et al. 2015; Dölle et al. 2016; Giannoccaro et al. 2017). Por último, a presença de 

mutações gênicas sobre a mitocôndria em casos de formas familiares, envolvendo os 

genes PINK1, que codifica a enzima serina/treonina quinase 1 induzida por PTEN, e 

Parkin, que codifica uma ubiquitina ligase E3 (Kitada et al. 1998; Valente et al. 2004; 

Scarffe et al. 2014; Giannoccaro et al. 2017). Ambos os genes possuem funções cruciais 

para o controle de qualidade das mitocôndrias, desde a detecção de sua disfunção até 

sinalização para remoção e substituição da organela (Ge et al. 2020). As mutações sobre 

os genes PINK1 e Parkin em pacientes com as formas familiares da DP estão associados 

ao desenvolvimento precoce da doença, com os sinais motores aparentes antes dos 45 

anos de idade (Kitada et al. 1998; Valente et al. 2004; Houlden e Singleton 2012). 

Um outro fator que também deve ser levado em conta para o envolvimento da 

disfunção mitocondrial na DP é a suscetibilidade da região da SNpc para com o estresse 

oxidativo, principalmente devido à alta demanda bioenergética exercida por essa 

organela. Como mencionado anteriormente, por se tratarem de células pós-mitóticas, os 

neurônios convivem com as respectivas mitocôndrias por todo o seu período de vida. 
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Ainda assim, os neurônios da SNpc possuem grandes extensões axoniais, incluindo 

diversas ramificações, por regiões grandes do cérebro (Surmeier et al. 2017). Estima-se 

que entre 1-2 milhões de sinapses são formadas entre a SNpc e o estriado (Misgeld e 

Schwarz 2017). Além disso, neurônios dopaminérgicos da SNpc possuem axônios 

complexos e amielinizados, com maior densidade mitocondrial, produções superiores de 

superóxidos e altas taxas de fosforilação oxidativa (Bolam e Pissadaki 2012; Pacelli et al. 

2015). Dessa forma, uma marca para os neurônios desta região é a complexidade 

citoarquitetural que acaba por exigir uma maior demanda bioenergética. Tudo isso 

contribui para uma maior vulnerabilidade dessas células e menor controle para 

restauração à possíveis estresses, o que proporciona o desencadeamento de eventos 

tóxicos para o neurônio. 

 

Desregulação da homeostase do cálcio 

 O Ca2+ é um importante segundo mensageiro com diversas funções em células 

eucarióticas, participando de eventos vitais como: proliferação, crescimento, 

sobrevivência e diferenciação celular, além de também agir na regulação da 

excitabilidade de membranas, apoptose e transcrição gênica (Clapham 2007; Capiod 

2016; La Rovere et al. 2016; Toth et al. 2016). Nos neurônios, o Ca2+ é um fator essencial 

na manutenção fisiológica neuronal, tanto nos processos de transmissão de sinais 

despolarizantes e na plasticidade sináptica, quanto em maquinarias proteicas complexas 

que dependem dessa molécula (quinases, fosfatases, fatores de transcrição, enzimas e 

proteínas que induzem a fusão de vesículas em sinapses nervosas) (Berridge 1998; 

Clapham 2007; Brini et al. 2014).  

No entanto, por mais que o Ca2+ desempenhe processos vitais nos neurônios, essas 

células ainda são sensíveis a menor variação de sua concentração intracelular, tornando-

as mais vulneráveis aos diferentes estresses que possam interferir na homeostase dessa 

molécula. A exemplo, o desencadeamento de múltiplos processos moleculares Ca2+-

dependentes ao mesmo tempo podem aumentar a concentração intracelular dessa 

molécula, e uma falha em manter seu equilíbrio, em conjunto ao defeito em outras vias 

neuronais que contribuam para a citotoxicidade, podem provocar alterações no 

desempenho normal dos neurônios e induzir a morte celular. Dessa forma, a manutenção 

da homeostase do cálcio intracelular é de extrema importância na proteção dos neurônios 

contra potenciais estresses (Pchitskaya et al. 2018). Em especial, sua desregulação 
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também é um dos mecanismos patológicos associados com a perda seletiva de neurônios 

DA na DP e a morte celular observada em outras doenças neurodegenerativas 

(Bezprozvanny 2009; Michel et al. 2016).  

Dentre as múltiplas hipóteses que associam a morte de neurônios DA na SNpc por 

defeitos na homeostase do Ca2+ na DP, fatores como a agregação da α-sinucleína, 

deficiência mitocondrial ou desregulação do retículo endoplasmático (RE) são 

considerados condições que aumentam a concentração de Ca2+ intracelular e 

desencadeiam os subsequentes eventos tóxicos nos neurônios (Figura 2) (Michel et al. 

2016).  

Em uma das outras hipóteses para o aumento de Ca2+ nos neurônios, sugere-se 

uma ativação contínua de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) – receptores de 

glutamato que permitem a entrada de Ca2+ nos neurônios – pela superativação do Núcleo 

Subtalâmico, região que compõe os núcleos da base (Blandini et al. 2004). Dentro dessa 

hipótese, inclui-se a ideia de excitotoxicidade, em que devido aos percalços ocasionados 

na região dos núcleos da base, as vias glutamatérgicas são hiperestimuladas ao nível de 

aumentar excessivamente o glutamato nas fendas sinápticas e induzir o estresse celular 

nos neurônios pós-sinápticos (Assous et al. 2014). No entanto, mesmo que este processo 

possibilite o aumento de cálcio intracelular, ele não é bem estabelecida pelo fato de que 

a sobrecarga de Ca2+ associada a morte neuronal pode ser induzida mesmo em níveis 

normais de excitação glutamatérgica (Blandini et al. 2004; Michel et al. 2016). 

Outra hipótese indica que a deficiência na manutenção homeostásica do Ca2+ é um 

resultado de descargas elétricas desajustadas dos neurônios DA (Michel et al. 2016). É 

importante destacar que esses neurônios possuem uma característica singular em relação 

às outras células do SNC. Os neurônios DA na SN são capazes de disparar potenciais de 

ação espontâneos e autônomos, sem a necessidade de ativação sináptica (Puopolo et al. 

2007; Guzman et al. 2009). Acredita-se que a importância desta característica seja pela 

necessidade de manutenção basal dos níveis de dopamina nas regiões inervadas pela SN, 

no caso, o estriado (Romo e Schultz 1990).  

Os canais de Ca2+ responsáveis por executar a atividade autônoma dos neurônios 

DA na SN são os de Cav1.3 do tipo L, que levam a entrada do Ca2+ na célula seguida de 

sua despolarização (Chan et al. 2007). Esse influxo contínuo do Ca2+, associado pela 

baixa capacidade de tamponamento desses neurônios, induz o estresse oxidativo por 
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alteração da função mitocondrial, além de também aumentar a concentração de Ca2+ no 

RE e comprometer o processamento de proteínas (Chan et al. 2007; Chan et al. 2009; 

Surmeier et al. 2012; Surmeier et al. 2017). Devido ao aumento de estresse oxidativo 

induzido na mitocôndria, há um prejuízo na capacidade de reservas bioenergéticas nos 

neurônios. Este impacto acaba por aumentar a vulnerabilidade dos neurônios DA na SN, 

principalmente em momentos de alta demanda metabólica, questão recorrente nessas 

células por toda a sua estrutura e característica fisiológica (Rivero-Ríos et al. 2014; 

Surmeier et al. 2017).  

Um outro cenário associado à morte neuronal por alteração da homeostase do Ca2+ 

na DP é pelo aumento da atividade metabólica da tirosina hidroxilase (TH) (Rittenhouse 

e Zigmond 1999). A sobrecarga de Ca2+ nos neurônios induz a síntese de DA pela enzima 

TH (Brosenitsch e Katz 2001), o que leva a autoxidação de neurotransmissores ou 

modificações pós-traducionais na α-sinucleína e, por consequência, ao dano neuronal 

(Michel et al. 1990; Martinez-Vicente et al. 2008).  

Por mais diferentes que sejam as vias que convergem para a sobrecarga de Ca2+ 

nos neurônios, a manutenção da função ótima das mitocôndrias é o fator essencial na 

proteção dessas células em situações de desequilíbrio da homeostase do Ca2+. É a partir 

das mitocôndrias que são regulados os mecanismos de tamponamento do Ca2+ 

intracelular, sejam por captação ou mecanismo de efluxo (Celardo et al. 2014). A 

exemplo, mutações na proteína PINK1 alteram a atividade de efluxo de Ca2+ das 

mitocôndrias, levando ao acúmulo dessa molécula (Gandhi et al. 2009). Além disso, 

diversos estudos incluem a sobrecarga de Ca2+ nas matrizes mitocondriais como um dos 

fatores que induzem o estresse oxidativo, contribuindo para o suporte de múltiplos fatores 

patológicos que, subsequentemente, induzem a neurodegeneração observada na DP 

(Guzman et al. 2010; Qiu et al. 2013; Celardo et al. 2014).  

Em contrapartida ao aumento de Ca2+ intracelular, a sua diminuição também pode 

ser responsável pela neurodegeneração encontrada na DP (Michel et al. 2013). Hirsch e 

colaboradores (1988) identificaram que a enzima TH é ausente nos neurônios DA na SN 

em parte da população diagnosticada com DP (Hirsch et al. 1988). Como o Ca2+ é 

importante na expressão e ativação da TH (Brosenitsch e Katz 2001), a ausência dessa 

enzima pode ser associada com uma queda dos níveis de Ca2+ nesses neurônios. Além 

disso, em um estudo avaliando camundongos transgênicos com alta expressão da proteína 

SNCA (gene responsável pela síntese de α-sinucleína), observou-se uma redução de 
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disparos elétricos, bem como na frequência dos neurônios DA na SN, comprometendo a 

transmissão dopaminérgica e a organização vesicular (Janezic et al. 2013). Sugere-se que 

a incapacitação dos neurônios DA seja devido as formas pré-agregadas da α-sinucleína, 

que impediram a atividade normal de disparos elétricos.  

De fato, ambas as hipóteses de aumento e diminuição de Ca2+ intracelular 

incluem-se como fatores patológicos para indução da neurodegeneração na DP. 

Acrescenta-se também no fato de que o ambiente fisiológico dos neurônios DA na SN 

compõe-se de suscetíveis momentos de altas e baixas ativações dessas células, que por 

sua vez deturpam a homeostase do Ca2+ tanto na sua sobrecarga, quanto na sua queda de 

concentração. Estes fatores acabam por influenciar negativamente na estabilidade destes 

neurônios e aumentam a sua suscetibilidade à neurodegeneração.  

 

Neuroinflamação 

 Assim como a perda de neurônios dopaminérgicos da SNpc e a presença de 

inclusões intraneurais de α-sinucleína na forma de corpos de Lewy são as bases 

características da DP, um outro fator também presente é a excessiva gliose ocorrente no 

encéfalo dos pacientes diagnosticados (Tansey e Romero-Ramos 2019). A primeira 

identificação de uma potencial associação entre inflamação e a DP se deu em 1988 com 

o trabalho de McGeer e colaboradores (1988), que identificaram intensa ativação 

microglial e infiltração de linfócitos na SN de encéfalos post-mortem de pacientes 

(McGeer et al. 1988).  

De fato, após a publicação do trabalho destes autores, a hipótese de processo 

inflamatório relacionado com a neurodegeneração na DP trouxe uma nova linha a ser 

explorada. Hoje, uma série de estudos trabalham em torno de compreender a 

neuroinflamação presente nos pacientes, observando-se o comportamento da resposta 

imune inata, com foco sobre a micróglia, e a influência da infiltração dos linfócitos sobre 

a progressão da DP ( Hirsch e Standaert 2021). Porém, o fator causal que induz o processo 

inflamatório ainda é desconhecido, envolvendo em suas hipóteses os restos de neurônios 

DA em degeneração, α-sinucleína ou a presença de um fator externo como a alteração da 

microbiota intestinal (para revisão Hirsch e Standaert 2021). Seja pela ação de apenas um 

desses fatores ou a combinação dos três na responsabilização pela neuroinflamação na 

DP, o tecido nervoso encefálico permanece em um ciclo de neurodegeneração e este 
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ambiente inflamatório contribui para a progressão da doença. Portanto, compreender 

melhor como o processo inflamatório ocorre na DP é uma linha de estudo importante para 

a identificação de fármacos que impeçam a neurodegeneração progressiva da doença. 

  Começando pela resposta imune inata presente na doença, a principal célula 

associada com essa resposta é a micróglia, a célula imune residente no SNC. Sua função 

de policiamento permite manter a homeostase no meio, agindo na detecção e fagocitose 

de patógenos e na neuromodulação e neuroplasticidade (Prinz et al. 2011; Weinhard et al. 

2018). A micróglia é regulada por sinais estabelecidos pelo SNC e também pode sofrer 

influência de sinalizações periféricas durante o desenvolvimento do encéfalo e por toda a 

vida adulta (Matcovitch-Natan et al. 2016). A partir da sinalização e ativação da célula 

glial, a micróglia pode atingir dois estados principais: os estados pró-inflamatório “M1” 

e anti-inflamatório “M2”. A proporção destes dois estados fundamentais define o 

processo inflamatório no tecido nervoso, sendo a ativação do estado “M1” o responsável 

pela ação citotóxica e o “M2” relacionado à uma ação de controle da inflamação e 

proteção dos neurônios (Imamura et al. 2003; Ouchi et al. 2005; Iannaccone et al. 2013; 

Doorn et al. 2014). 

Além disso, a infiltração de monócitos derivados de macrófagos no SNC é outro 

passo associado com a resposta imune inata na DP. Ambas micróglias e monócitos 

trabalham juntos no SNC liberando citocinas pró e anti-inflamatórias, trazendo uma 

resposta imune variada durante o processo de neurodegeneração (Parillaud et al. 2017). 

A múltipla capacidade de ação para as micróglias residentes e para os monócitos 

derivados de macrófagos podem ter atividades neuroprotetoras ao suprimir o processo 

inflamatório, reconhecendo e limpando oligômeros e fibrilas de α-sinucleína, restos de 

neurônios em degeneração e secretando citocinas anti-inflamatórias. Por outro lado, 

ambas células também podem exacerbar a neuroinflamação presente ao liberar citocinas 

pró-inflamatórias e induzir a infiltração de linfócitos para a ativação da resposta imune 

adaptativa (Figura 2) (Hirsch e Standaert 2021). 

 A resposta imune adaptativa também está presente na DP. A infiltração de células 

T no encéfalo foram reportadas tanto em estudos com pacientes (Brochard et al. 2009) 

como em modelos animais (Theodore et al. 2008; Brochard, Combadière et al. 2009; 

Sanchez-Guajardo et al. 2010; Harms et al. 2017). Brochard e colaboradores (2009) 

observaram a presença de linfócitos T CD4 e CD8 no modelo de MPTP, com maior 

presença de células CD4 durante a neurodegeneração (Brochard et al. 2009). Em um 
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estudo com neurônios do mesencéfalo derivados de células-tronco pluripotentes 

induzidas (iPSC), foi identificada as células Th17 como tendo participação no processo 

de degeneração. Além de também terem sido identificados no sangue de pacientes e no 

tecido cerebral post-mortem (Sommer et al. 2018). Porém, estudos ainda são necessários 

para identificar os linfócitos principais responsáveis pela morte dos neurônios DA na DP.  

 Um outro ponto importante a se destacar na resposta imune adaptativa na DP é o 

reconhecimento de peptídeos da α-sinucleína como antígenos apresentados por MHCII 

na membrana de micróglias, induzindo a proliferação e infiltração dos linfócitos T em 

camundongos com superexpressão viral de α-sinucleína (Harm et al. 2013). Células T de 

pacientes com DP também reconheceram peptídeos da α-sinucleína, o que sugere que 

essa proteína tenha ação central no desenvolvimento da resposta imune adaptativa na DP 

(Sulzer et al. 2017; Lindestam Arlehamn et al. 2020). Porém, a real função dos linfócitos, 

seja para a proteção ou exacerbação do quadro de neurodegeneração, ainda não foi bem 

esclarecida. 

 

Compostos isolados da peçonha de animais para o tratamento da DP 

Venenos e peçonhas de animais 

 Venenos e peçonhas de animais são resultados de milhões de anos de pressão 

evolutiva para a seleção de moléculas utilizadas nas relações presas-predadores – 

configurando mecanismos eficientes de defesa ou predação, que podem envolver efeitos 

de paralisia, por exemplo (Mortari et al. 2007). Acontece que, devido à essa pressão 

evolutiva, algumas dessas moléculas desenvolveram atividades extraordinárias na 

interação com receptores celulares de mamíferos, particularmente em receptores dos 

sistemas nervoso e cardiovascular. Estes compostos derivados de venenos e peçonhas 

apresentam uma ampla potência e alta seletividade e afinidade com os receptores 

celulares, dando a eles a capacidade de interagir com processos fisiológicos e bioquímicos 

vitais para as células (Fry et al. 2009; King 2011). De fato, os venenos de animais já são 

amplamente investigados no tratamento de diferentes doenças, como o câncer 

(Pennington et al. 2018; Clark et al. 2019), dor (Gazerani e Cairns 2014; Gazerani 2017), 

doenças cardiovasculares e autoimunes (Chen et al. 2018). Dessa forma, todas essas 

características farmacológicas trazem um alto interesse para com essas moléculas no 

desenvolvimento de novos medicamentos.  
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 No caso da peçonha de espécies de invertebrados, elas são em geral heterogêneas 

e apresentam uma variedade de compostos em sua composição, dentre eles estão: 

peptídeos, aminas biogênicas, enzimas, sais inorgânicos, pequenas moléculas orgânicas 

(< 1 kDa) e moléculas de alto peso molecular (> 10 kDa) (King 2011). Os peptídeos 

derivados de peçonhas são os compostos de maior interesse farmacológico, justamente 

por serem as moléculas que apresentam alta seletividade a receptores celulares, além de 

transportadores e canais iônicos em neurônios excitatórios e inibitórios (Mortari et al. 

2007).  

 Dessa forma, a vasta capacidade destes peptídeos em interagir com processos 

fisiológicos e bioquímicos dos neurônios aumenta o interesse para o desenvolvimento de 

medicamentos no tratamento de desordens neurológicas, como a DP, Doença de 

Alzheimer, Doença de Huntington e epilepsia (Monge-Fuentes et al. 2015; Silva et al. 

2015; Amaral et al. 2019). O interesse principal destas moléculas é pela sua capacidade 

em modificar o curso progressivo dessas desordens, de forma a proteger o tecido do SNC 

dos fatores neuropatológicos. 

 

Peçonha da vespa Polybia occidentalis  

 A vespa Polybia occidentalis é um himenóptero pertencente à família Vespidae, 

e é amplamente distribuída em regiões neotropicais, sendo abundante em muitos estados 

do Brasil, principalmente em regiões rurais (Jeanne 1980; Resende et al. 2001). A P. 

occidentalis é uma vespa eusocial, não agressiva e uma característica interessante para 

esta vespa é a sua capacidade redutora de herbivoria, agindo como controle de pragas em 

diversas áreas agrícolas, devido a sua dieta envolver formigas, cupins, hemípteros e 

lepidópteros (Resende et al. 2001). 

  A peçonha da P. occidentalis é constituída por proteínas de alta massa molecular, 

peptídeos, aminas biogênicas e sais inorgânicos, com uma composição majoritária de 

70% de peptídeos (Mortari et al. 2005). Em um estudo realizado por Mortari e 

colaboradores (2005) com os compostos de baixa massa molecular da peçonha bruta da 

P. occidentalis, observou-se um efeito anti-convulsivante dose dependente em três 

modelos de crises epilépticas induzidas pelos compostos: ácido caínico (DE50 44 mg/ml), 

bicuculina (DE50 57 mg/ml) e pricotoxina (DE50 75 mg/ml) (Mortari et al. 2005).  
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 A partir destes estudos, foi identificado o peptídeo neuroativo, denominado 

occidentalina-1202, que desempenhou o efeito anticonvulsivante observado pelos 

compostos de baixa massa molecular da peçonha bruta. A occidentalina-1202 é um 

peptídeo com massa molecular de 1202 Da e 9 resíduos de aminoácidos: Glu-Gln-Tyr-

Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-NH2. Em um novo estudo realizado por Mortari (2007), 

observou-se que a occidentalina-1202 foi capaz de proteger ratos contra crises induzidas 

por ácido caínico e pentilenotetrazol de forma dose dependente e com DE50 de 

aproximadamente 0,35 e 0,78 μg/animal, respectivamente, quando injetada de forma 

intracerebroventricular. A DE50 também foi estimada por administração por via i.p., 

identificou-se um valor aproximado de 1,88 mg/kg no modelo de indução de crises 

epilépticas por ácido caínico em camundongos (Mortari 2007).  

Além disso, Schwartz (2020) identificou que o mesmo peptídeo apresenta uma meia-

vida equivalente a 6 horas em soro sanguíneo diluído em salina (25%) de camundongos 

Swiss (Schwartz 2020). O peptídeo occidentalina-1202 também apresentou efeitos anti-

convulsivantes no modelo crônico de epilepsia induzido por pilocarpina e teve um 

promissor efeito neuroprotetor ao reduzir a expressão da proteína C-fos na região 

hipocampal (Giro denteado, CA1 e CA3) de camundongos injetados com ácido caínico 

(Carmeiro, 2013).  

Dessa forma, tendo em vista o já promissor efeito neuroprotetor da occidentalina-

1202 descrito em modelo de indução química de crises epilépticas. O presente trabalho 

teve como objetivo estabelecer o potencial do uso da occidentalina-1202 como agente 

antiparkinsoniano/neuroprotetor em modelo animal de DP. Para tanto, este trabalho 

destaca-se por aumentar a frequência de administração do peptídeo, aplicando-o todos os 

dias durante o protocolo experimental por via subcutânea, afim de se obter resultados 

mais robustos sobre seu potencial efeito no tratamento da DP.  
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Objetivos 

 

Objetivos gerais: 

Avaliação do efeito antiparkinsoniano e neuroprotetor da occidentalina-1202, 

administrado subcronicamente por via subcutânea, no modelo de indução 

hemiparkinsoniana pela neurotoxina 6-OHDA em camundongos. 

Objetivos específicos: 

• Avaliação do efeito do peptídeo occidentalina-1202 no desempenho motor 

de camundongos após lesão unilateral da SNpc, por injeção intraestriatal de 

6-OHDA.  

• Avaliação da atividade antiparkinsoniana da occidentalina-1202 a partir da 

quantificação de giros contralaterais no teste de rotação induzido pela injeção 

subcutânea de apomorfina.  

• Avaliação do potencial efeito neuroprotetor da occidentalina-1202 a partir da 

quantificação de neurônios dopaminérgicos reativos a TH da região da SNpc, 

por meio da técnica de imunofluorescência. 

• Avaliação da taxa de sobrevivência dos animais após lesão unilateral do 

SNpc, correlacionando cada grupo aplicado no estudo. 
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Material e métodos  

 

Síntese do peptídeo e análise da qualidade 

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

Met-NH2) foi sintetizado pela empresa Biointech®. A pureza e sequencia foram 

verificadas e confirmadas junto com a empresa e o Laboratório de Neurofarmacologia da 

Universidade de Brasília, considerando-se a pureza > 95%.  

A massa monoisotópica e grau de pureza da occidentalina-1202 foram realizadas 

por Espectrometria de Massas, bem como a confirmação de sequência do peptídeo por 

sequenciamento De Novo. O método MALDI-TOF/TOF no espectro de massas Autoflex 

speed (Bruker Daltonics, Alemanha) foi utilizado no modo positivo [M+Na]+ e [M+K]+. 

Uma alíquota do peptídeo foi ressuspendida em água deionizada e misturada a uma matriz 

pronta de ácido αcyano-4-hidroxi-cinâmico em acetonitrila/água deionizada/3% de ácido 

trifluoracético, 5/4/1, v/v/v e, posteriormente, essa mistura foi aplicada em triplicata em 

uma placa Bruker MTP Massive 384. Após a secagem e cristalização das amostras em 

temperatura ambiente, cada aplicação foi analisada.  

O espectro de massas estava equipado com laser SmartBeam e foram utilizados 

em dois modos de operação, o refletido positivo, para a obtenção de espectros de MS, e 

o LIFT, para a obtenção de espectros de MS/MS. A faixa de detecção da razão 

massa/carga (m/z) foi de 600 a 3000. A calibração foi realizada com a mistura Peptide 

Calibration Standard I (Bruker Daltonics, Alemanha). O software utilizado nessas 

análises foi o FlexControl 3.0. Alíquotas do peptídeo foram submetidas às análises citadas 

a cada seis meses a fim de monitorar e garantir a estabilidade do composto em estudo. 

 Para os ensaios in vivo realizados, a occidentalina-1202 foi solubilizada em uma 

solução fisiológica (NaCl) a 0,9% com 20% de DMSO. 

 

Animais 

No presente trabalho foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) 

machos com idade entre 5 a 7 semanas e peso variando entre 20 a 30 g. Os animais foram 

adquiridos do biotério do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília e 

mantidos em condições controladas de luz (ciclo de 12 horas claro e escuro) e temperatura 

(35° C), recebendo água e ração ad libitum. A manipulação dos animais seguiu os 
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Princípios Éticos na Experimentação Animal – Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA, 1991), seguindo a lei AROUCA 11794. Além disso, 

o presente projeto foi submetido e aprovado pelo CEUA-UnB protocolo UnBDoc nº 

79100/2014 (Anexo 1). 

 

Desenho experimental 

O desenho experimental consistiu em dez dias de avaliação, ao qual os animais 

foram desafiados em dois testes comportamentais (teste de desempenho motor no Rotarod 

e teste de comportamento rotatório induzido por apomorfina) e eutanasiados por perfusão 

transcardiana no décimo segundo dia. O primeiro dia foi considerado como o dia de lesão 

hemiparkinsoniana por 6-OHDA, através da injeção unilateral da neurotoxina por via 

intraestriatal. A occidentalin-1202 foi administrada por via subcutânea, seguindo as doses 

de 8, 4 e 2 mg/kg, durante nove dias do experimento, sendo a primeira administração uma 

hora após a injeção da 6-OHDA e as próximas administrações sempre entre os horários 

de 8-10 horas da manhã (Figura 3).  

Além dos modelos comportamentais, também foi realizada uma avaliação 

utilizando imuno-histoquímica, com o objetivo de quantificar os neurônios DA presentes 

na região da SNpc dos camundongos. A imuno-histoquímica foi realizada com cortes 

coronais dos encéfalos dos animais (50 µm de espessura) e a quantificação dos neurônios 

que expressavam a TH no SNpc teve o objetivo de identificar se o peptídeo occidentalina-

1202 foi capaz de preservar essas células. 

Todos os animais usados nos seguintes experimentos foram submetidos a um teste 

de triagem para seleção e alocação aleatória nos grupos experimentais. Esse teste 

consistiu em um treinamento no aparelho Rotarod, em que os camundongos foram 

dispostos na barra giratória (velocidade constante de 20 RPM) por 5 minutos, com 

repetições de cinco vezes e com o mínimo de 5 minutos de descanso entre cada ciclo. No 

primeiro dia após o treinamento (Figura 3), os animais foram testados no Rotarod 

(Insight®, Brasil) e os que permaneceram no aparelho por 5 minutos foram selecionados 

e alocados aleatoriamente para um grupo experimental. Importante ressaltar que em todos 

os grupos, os animais foram submetidos a um procedimento cirúrgico estereotáxico ou 

para indução de hemiparkinsonismo pela neurotoxina 6-OHDA ou injetados com a 

solução veículo (solução salina 0,9% e ácido ascórbico 0,2%). 
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Figura 3: Representação esquemática do protocolo experimental realizado com os 

animais (camundongos machos), desde os ensaios comportamentais até o dia de 

eutanásia.  

 

Determinação dos grupos experimentais  

Três grupos experimentais foram separados para o presente estudo: grupo controle 

negativo, chamado de grupo 6-OHDA, em que os animais receberam a infusão unilateral 

de 6-OHDA (40 μg/animal, solubilizada em solução veículo: solução salina NaCl 0,9% e 

ácido ascórbico 0,2%) por via intraestriatal (4 μL) no lado esquerdo e foram tratados com 

100 μL da solução salina (NaCl 0,9%) por via subcutânea (s.c); grupo SHAM, que 

recebeu a infusão unilateral de solução veículo (solução salina NaCl 0,9% e ácido 

ascórbico 0,2%) por via intraestriatal (4 μL) no lado esquerdo e foram tratados com 100 

μL da solução salina (NaCl 0,9%) por via s.c; grupo tratado com o peptídeo occidentalina-

1202, que recebeu a infusão da 6-OHDA (40 μg/animal, solubilizada em solução veículo: 

solução salina NaCl 0,9% e ácido ascórbico 0,2%) por via intraestriatal (4 μL) no lado 

esquerdo e foram tratados com o peptídeo nas doses de 8, 4 e 2 mg/kg de animal por via 

s.c (Tabela 1). Cada animal recebeu uma solução total de 100 μL por via s.c relativa a 

cada dose do peptídeo aplicada. As doses foram selecionadas com base em trabalhos 

anteriores realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Neurofarmacologia da 

Universidade de Brasília (Carneiro, 2013).  
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Tabela 1: Representação dos grupos experimentais aplicados no trabalho 

 

 

Grupos experimentais 

Administração Nº de animais 

vivos até o fim dos 

experimentos/Nº 

total de animais 

(valor de 

sobrevivência em 

porcentagem) 

Intraestriatal Subcutânea 

6-OHDA 

Solução 6-OHDA (40 

μg/animal, solubilizada em 

solução salina NaCl 0,9% e 

ácido ascórbico 0,2%) 

Solução 

salina 

(NaCl 

0,9%) 

6/9 (66,7%) 

SHAM 
Solução veículo: salina (NaCl 

0,9%) e ácido ascórbico 0,2% 

 

Solução 

salina 

(NaCl 

0,9%) 

 

4/4 (100%) 

occidentalina-1202 

2 mg/kg 

Solução 6-OHDA (40 

μg/animal, solubilizada em 

solução salina NaCl 0,9% e 

ácido ascórbico 0,2%) 

Solução 

peptídica 

solubilizada 

em salina 

(NaCl 

0,9%) e 

20% de 

DMSO 

9/11 (81,8%) 

4 mg/kg 

Solução 6-OHDA (40 

μg/animal, solubilizada em 

solução salina NaCl 0,9% e 

ácido ascórbico 0,2%) 

 

Solução 

peptídica 

solubilizada 

em salina 

(NaCl 

0,9%) e 

20% de 

DMSO 

7/8 (87,5%) 

8 mg/kg 

Solução 6-OHDA (40 

μg/animal, solubilizada em 

solução salina NaCl 0,9% e 

ácido ascórbico 0,2%) 

 

Solução 

peptídica 

solubilizada 

em salina 

(NaCl 

0,9%) e 

20% de 

DMSO 

7/7 (100%) 
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Procedimento cirúrgico estereotáxico 

Para a avaliação do efeito antiparkinsoniano da Occidentalina-1202 in vivo, um 

procedimento neurocirúrgico foi estabelecido a fim de induzir o hemiparkinsonismo nos 

camundongos. O modelo selecionado foi o da infusão unilateral intraestriatal da 

neurotoxina 6-OHDA, conforme a descrição a seguir. 

Os camundongos foram primeiramente anestesiados com injeção intraperitoneal 

de cloridrato de ketamina 10% (Dopalen, Ceva®, 90 mg/kg, intraperitoneal – i.p.), 

cloridrato de xilazina 2% (Anasedan, Ceva®, 10 mg/kg, i.p.) e Acepromazina 0,2% 

(Acepran, Vetnil®, 2,5 mg/kg, i.p). Após a verificação da sua insensibilidade a estímulos 

nociceptivos, os animais foram fixados no aparelho estereotáxico (Insight 

Equipamentos®), onde deu-se início ao procedimento cirúrgico. O primeiro passo foi 

realizar a assepsia com Álcool Iodado 0,1% da região superior da cabeça do camundongo 

e tricotomia dos pelos com o auxílio de uma tesoura cirúrgica. Em seguida, administrou-

se por via subcutânea o cloridrato de lidocaína com hemitartarato de norepinefrina 

(Lidostesim, Densply®, s.c), um anestésico local e vasoconstrictor, e, então, a pele da 

região superior da cabeça do camundongo foi removida para a exposição do crânio 

(Figura 4 A). Uma solução de água oxigenada foi aplicada sobre a região exposta do 

crânio, tanto para reforçar a assepsia do local, quanto para expor as suturas do crânio do 

camundongo. Em seguida, foram realizadas as medidas estereotáxicas necessárias para o 

correto posicionamento da agulha de injeção da 6-OHDA na região do estriado esquerdo, 

seguindo as coordenadas em relação ao ponto inicial, o Bregma: + 1 mm (antero-

posterior), + 1,8 mm (meso-lateral) e – 3,5 mm (dorso-ventral) (Paxinos e Franklin 2004). 

Após a marcação do local de injeção, foi realizada uma perfuração na região com o uso 

de uma broca (Dremel®), por onde 4 μl da solução 6-OHDA (Sigma, Brasil, total de 40 

μg/animal da base livre) ou veículo (solução salina NaCl 0,9% e ácido ascórbico 0,2%) 

foram diretamente infundidas na região do estriado esquerdo (Figura 4 B). Nessa etapa, 

foi utilizado um sistema de infusão, formado por um fio de polietileno acoplado a uma 

seringa de precisão (Hamilton®) de 10 μl e uma bomba de infusão (Insight®, Brasil), com 

uma taxa de injeção de 0,5 μl/min. Após a infusão das soluções, a agulha foi mantida no 

local por quatro minutos para difusão do composto. Ao término do procedimento 

cirúrgico, um pedaço de esparadrapo Micropore foi colocado na região perfurada e o 

crânio exposto do animal foi revestida com o acrílico dental autopolimerizante para 

proteção. Os camundongos foram mantidos no biotério do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade de Brasília, sob as condições anteriormente relatadas. Após 
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a recuperação da anestesia e durante todo o protocolo experimental, os animais receberam 

soro glicosado 5% (Equipex®), por via i.p., além de ração pastosa e suplementação 

nutricional com Glicopan Gold (Vetnil®) por via oral, a fim de garantir a sobrevivência 

dos mais enfraquecidos pelo procedimento cirúrgico. 

 

 

Figura 4: Procedimento neurocirúrgico. Em A: exposição do crânio e da linha do bregma. 

B: Lesão estriatal dopaminérgica com infusão de 40 μg/4μl de 6-OHDA diretamente no 

Estriado esquerdo utilizando uma bomba de infusão com um fio de polietileno acoplado 

a uma seringa Hamilton de 10 μl (Biolchi, 2018). 

 

Ensaios comportamentais 

 Dois modelos de avaliação comportamental foram selecionados para o seguinte 

trabalho: teste de desempenho motor sobre o aparelho Rotarod e teste de comportamento 

rotatório induzido pela injeção s.c de apomorfina. Cada teste comportamental será melhor 

descrito nos próximos tópicos. 

 

Teste de desempenho motor utilizando o aparelho Rotarod 

 Este teste consiste na avaliação da coordenação e desempenho motor dos animais 

no aparelho Rotarod. O Rotarod consiste em uma barra metálica cilíndrica e giratória de 

5 cm de diâmetro, com rotação constante de 20 RPM. Para tanto, quatro tempos foram 

considerados neste ensaio: 0, 72, 96 e 120 horas após a lesão (Figura 3). Sendo que o 

tempo 0 é considerado como o dia de lesão unilateral de 6-OHDA, em que para que os 

animais sejam selecionados para o estudo, eles devem permanecer 300 segundos sobre o 

Rotarod; os tempos de 72, 96 e 120 horas correspondem ao 4º, 5º e 6º dias de experimento 
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respectivamente (Figura 3). No dia de cada avaliação, os animais foram colocados no 

aparelho e o tempo de latência de desequilíbrio e queda foram quantificados. Cada animal 

teve três tentativas na barra do Rotarod e uma média dos tempos foi quantificada, afim 

de se avaliar o desempenho motor dos animais.  

A decisão em começar este teste comportamental 72 horas após a lesão induzida 

foi dada de forma a permitir um tempo de recuperação do animal após o procedimento 

cirúrgico. Foram dados também um período de 72 horas de descanso depois do último 

dia de ensaio de desempenho motor, de forma que o animal estivesse recuperado deste 

ensaio comportamental. 

 

Teste de comportamento rotatório induzido pela injeção s.c de apomorfina 

Neste modelo, os animais receberam uma injeção subcutânea do agonista 

dopaminérgico apomorfina (5 μg/animal - Sigma®). O volume de injeção é dado a partir 

do peso do animal. O teste possuiu um tempo de avaliação total de 20 minutos, em que, 

após a injeção, os animais foram colocados em uma arena de 30 cm de diâmetro por 5 

minutos para a habituação e, em seguida, filmados por 15 minutos. A quantidade de giros 

contralaterais performada por cada animal foi quantificada dentro desses 15 minutos. Este 

ensaio foi realizado no décimo dia de experimento e teve como finalidade a determinação 

do grau da lesão hemiparkinsoniana induzida no animal.  

 

Perfusão e histologia  

A eutanásia dos animais foi realizada no décimo segundo dia. Para tanto, os 

camundongos foram anestesiados por via i.p. com tiopental sódico (240 mg/Kg de 

animal) e, em seguida, perfundidos por via transcardiaca com 10 ml de solução salina a 

NaCl 0,9% seguida de 10 ml de solução de formaldeído a 4%. Os encéfalos dos animais 

foram, então, extraídos e colocados em solução fixadora de formaldeído 4% por 24h. 

Após este período, os encéfalos foram colocados em solução de sacarose 30% por 48 

horas. Os encéfalos foram, em seguida, seccionados horizontalmente a 50 µm de 

espessura utilizando-se um vibrátomo (KD-400 Vibration Microtome, Zhejiang Jinhua 

Kedi Instrumental). Os cortes coronais da região da SNpc foram selecionados de acordo 

com o atlas (Paxinos e Franklin 2004). Após a identificação, os cortes foram colhidos e 
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mergulhados em solução anti-freezing para a realização da marcação por 

imunofluorescência. 

 

 Imuno-histoquímica 

Avaliação da viabilidade de neurônios reativos a tirosina hidroxilase 

Para a quantificação de neurônios DA na região da SNpc dos camundongos, foi 

realizada a técnica de imuno-histoquímica com a marcação de anticorpos reativos contra 

a enzima TH. Sendo assim, foram utilizados um anticorpo primário policlonal contra TH 

produzidos em coelho (Abcam), em uma diluição de 1:1000, e um anticorpo secundário 

policlonal (Abcam) específico para o anticorpo primário, produzido em cabra contra IgG 

– H&L de coelho com o fluoróforo Alexa flúor-488, em uma diluição de 1:400. 

O primeiro passo para a imuno-histoquímica foi a lavagem dos cortes coronais em 

solução tampão salina-fosfato (PBS) duas vezes por 10 minutos, seguida da 

permeabilização em solução PBS com 0,80 Triton X-100 por 1 hora. Em seguida, foram 

realizadas três lavagens com solução PBS e os cortes foram colocados em uma solução 

bloqueadora “Protein Block” (1% BSA, 10% leite desnatado, 0,3 M de glicina, 0,1% 

Tween 20) por 1 hora. Posteriormente, as fatias foram incubadas com o anticorpo 

primário a 4°C, sob agitação constante por 48 horas.  

Após a incubação, os cortes foram novamente lavados com solução PBS e 

incubados novamente, porém agora com o anticorpo secundário, na concentração de 

1:400 diluído em solução PBS + 1% BSA a temperatura ambiente e sobre agitação 

constante por 3 horas e no escuro. Por último, foram feitas três lavagens de 4 minutos 

cada, no escuro, seguida da montagem das lâminas com o Fluorescente Média DAPI (20 

ml) (Sigma). Uma gota do DAPI foi colocada em cima de cada corte e deixado a 

temperatura ambiente por 5 minutos. As lamínulas foram colocadas em cima dos cortes 

e, em seguida, foram vedadas com esmalte incolor. Por fim, as lâminas estavam prontas 

para observação no microscópio de epifluorescência.  

 

Análise por microscopia de epifluorescência 

Os cortes obtidos pela técnica de imuno-histoquímica foram analisados 

utilizando-se um microscópio epifluorescente (Leica DM 2000), equipado com uma 
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câmera digital com filtros de excitação BP 480/40 (visualizado como verde; marcação 

anti-TH) e BP 340-380 (visualizado como azul; marcação para núcleos celulares). O 

programa ImageJ 1.48v (National Institute of Health- NIH) foi usado para quantificação 

manual dos neurônios reativos à marcação anti-TH. Os cortes foram analisados no local 

que corresponde à região da SNpc dos camundongos e com um aumento de 20X. Para a 

quantificação dos neurônios, foram considerados como neurônios DA viáveis as células 

coloradas em verde – citoplasma celular reativo a TH que apresentaram a emissão de 

coloração em verde - com núcleos que apresentam a coloração em azul – coloração DAPI 

(L. Li e Zhou 2013) (Figura 5). 

Para a quantificação dos neurônios anti-TH, foram utilizados de 2-3 fatias 

cerebrais de cada grupo. A contagem se deu a partir da região do SNpc, contando cada 

neurônio DA viável para cada fatia cerebral presente na lâmina. Uma média de neurônios 

totais foi calculada considerando cada fatia.  

Por se tratar de um modelo hemiparkinsoniano de 6-OHDA, apenas um hemisfério 

do encéfalo dos animais foi afetado pela neurotoxina, no caso o hemisfério esquerdo 

(região de injeção da 6-OHDA; lado ipsilateral). O hemisfério direito (lado contralateral), 

não afetado pela 6-OHDA, foi considerado como sadio. A importância dessa forma de 

análise é a possibilidade de usar o animal em estudo como o seu próprio controle. Dessa 

forma, os resultados de quantificação dos neurônios DA na SNpc foram analisados na 

proporção das células viáveis presentes na região lesada em relação ao lado sadio do corte, 

obtendo-se, assim, uma porcentagem total sobre os neurônios anti-TH remanescentes 

seguindo a seguinte fórmula: 

quantidade de neurônios TH +  do lado ipsilateral

quantidade de neurônios TH + do lado contralateral
∗ 100 
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Figura 5: Imagem demonstrativa para quantificação de neurônios reativos a TH na região 

da SNpc com dupla marcação dos neurônios com citoplasmas em verde e núcleos em 

azul. Consideraram-se neurônios viáveis as células com citoplasmas bem definidos e que 

emitiam a fluorescência em verde (Alexa flúor-488) após marcação com anticorpo anti-

TH e com núcleos com fluorescência azul, marcados a partir de um meio de montagem 

DAPI (Escala das imagens demonstrada em 100 µm). 

 

Análise estatística 

A análise estatística dos dados experimentais obtidos foi realizada por meio do 

software GraphPad Prism® 9.0 (San Diego, CA, USA). Para valores estatisticamente 

significantes foi considerado p<0,05.  

Para grupos com mais de duas amostras foi utilizada a análise de variância 

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

semelhante, considerando-se significativos os valores de p<0,05. 

Os resultados com distribuição normal e com duas variáveis foram submetidos ao 

teste de análise de variância de medidas repetitivas de duas vias (two-way ANOVA), 

seguido do teste de Tukey 

Os testes de comparação de curva de sobrevivência dos grupos usados foram os 

de Log-rank (Mantel-Cox), Logrank para tendência e Gehan-Breslow-Wilcoxon. 
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Resultados 

Análise de sequência e pureza do peptídeo occidentalina-1202 

 Como destacado anteriormente, a occidentalina-1202 foi sintetizada pela empresa 

Biointech® e sua análise de qualidade foi atestado pelo Laboratório de Neurofarmacologia 

da UnB, pelo técnico de laboratório Adolfo Carlos Barros de Souza, para a correta 

identificação de sua massa molecular, pureza e sequência.  

 Dessa forma, foi utilizada a técnica de espectrometria de massa por MALDI-TOF. 

Os dados mostraram uma massa [M + Na]+ = 1225,52 e [M + K]+ 1243,45 Da e um nível 

de pureza > 95%, como já era esperado (Figura 6). Além disso, também foram 

identificadas a sequência da occidentalina-1202, sendo essa composta por 9 resíduos de 

aminoácidos correspondente à: Glu-Gln-Tyr-Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-NH2. 

 

Figura 6: Espectro de massa da occidentalina-1202, identificando duas massas 

equivalentes para a occidentalina-1202 [M + Na]+ = 1225,52 e [M + K]+ = 1243,45 Da. 

 

Teste de desempenho motor sobre o aparelho Rotarod 

 Primeiramente, destaca-se que o grupo SHAM (n = 4) ficou 100% do tempo (300 

segundos) no aparelho Rotarod e foi significativamente diferente em relação ao grupo 

lesionado e não tratado (grupo 6-OHDA; n = 8), o que é importante para validar o uso 



39 
 

deste teste para análise de desempenho motor (Figura 7). O teste estatístico usado foi o 

ANOVA de duas vias seguido do teste de múltipla comparação Tukey. Foi identificada 

diferenças significativas em relação ao tempo [F (2,801, 92,44) = 28,31; p < 0,001] e 

entre os grupos experimentais (tratamento com peptídeo ou salina) aplicados neste estudo 

[F (4, 33) = 3,949; p = 0,01]. Também foram identificadas diferenças significativas na 

interação tempo x tratamento [F (12, 99) = 2,378; p = 0,0097]. 

Um resultado interessante que obtivemos com este modelo foi a melhora 

progressiva observada com o grupo tratado com occidentalina-1202 na maior dose (8 

mg/kg; n = 7). Observa-se que no primeiro tempo de análise de desempenho motor, 72 

horas, os animais ficaram em média 38,4% do tempo total no Rotarod (média de 

permanência no Rotarod de 115,2 segundos), próxima aos outros grupos e sendo 

significativamente diferente ao grupo SHAM (p < 0,05). No entanto, nos tempos de 

análise seguintes foi possível observar uma melhora progressiva no desempenho motor 

dos animais, com o grupo tratado com a maior dose não sendo significativamente 

diferente com relação ao grupo SHAM tanto em 96 horas, permanecendo 58,1% do tempo 

no Rotarod (média de 174,3 segundos), quanto em 120 horas, permanecendo 71,8% do 

tempo no Rotarod (média de 215,4 segundos), após a lesão. O teste de uma via de 

ANOVA seguido pelo Tukey revelaram ainda que no tempo de 120 horas, os animais 

tratados com 8 mg/kg foram significativamente diferentes do grupo 6-OHDA [F (4, 35) 

= 4,894; p = 0,0031]. 

Este comportamento não foi observado com as outras doses de occidentalina-1202 

aplicadas. Na menor dose (2 mg/kg; n = 11), os animais mostraram uma melhora motora 

no tempo de 96 horas após a lesão, com uma permanência de 60,7% do tempo total (média 

de 182,1 segundos no Rotarod), não sendo significativamente diferente do grupo SHAM. 

Porém, no tempo de 120 horas os animais tiveram uma queda no desempenho motor, 

permanecendo em média 40,6% do tempo no Rotarod (média aproximada de 121,8 

segundos), não tendo diferença significativa com o grupo 6-OHDA e sendo diferente 

significativamente do grupo SHAM (p < 0,01). Já na dose intermediária (4 mg/kg; n = 8), 

os animais não obtiveram melhora motora, apresentando diferenças significativas com o 

grupo SHAM em todos os tempos avaliados (Figura 7).  

No tempo de 96 horas, os animais tratados com as doses de 2 e 4 mg/kg do 

peptídeo obtiveram uma média de tempo de permanência igual a 182,1 e 156,8 segundos 

respectivamente, enquanto o grupo 6-OHDA teve uma média aproximada de 74,7 
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segundos. Já no tempo de 120 horas, a média de tempo caiu para os animais tratados com 

2 e 4 mg/kg de occidentalina-1202, correspondendo à aproximadamente 121,8 e 126,2 

segundos respectivamente, enquanto os animais do grupo 6-OHDA caíram para uma 

média de 61 segundos 
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Figura 7: Teste de desempenho motor sobre o aparelho Rotarod. Tempo em horas após 

lesão com 6-OHDA. Os animais foram avaliados em quatro tempos diferentes: 0, 72, 96 

e 120 horas após a lesão com 6-OHDA. Grupos controles: 6-OHDA (n = 8) e grupo 

SHAM (n = 4). Grupos tratados com occidentalina-1202: 2 mg/kg (n = 11), 4 mg/kg (n = 

8), 8 mg/kg (n = 7). Diferenças significativas * (p < 0,05), ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001) 

em relação ao grupo controle 6-OHDA; diferenças significativas && (p < 0,01) em 

relação ao grupo tratado com 2 mg/kg de occidentalina-1202; diferenças significativas + 

(p < 0,05) em relação ao grupo tratado com 4 mg/kg de occidentalina-1202; diferenças 

significativas # (p < 0,05) em relação ao grupo tratado com 8 mg/kg de occidentalina-

1202 {ANOVA de duas vias, diferenças significativas representadas ao longo do tempo: 

[F (2,801, 92,44) = 28,31; p < 0,001]; entre os tratamentos aplicados: [F (4, 33) = 3,949; 

p = 0,01]; interação tempo x tratamentos aplicados [F (12, 99) = 2,378; p = 0,0097]}; 

{ANOVA de uma via, diferença significativa entre os grupos no tempo de 120 horas: [F 

(4, 35) = 4,894; p = 0,0031]}. 

 

Teste de comportamento rotatório induzido pela injeção s.c de apomorfina 

 Os resultados mostraram que houve uma diferença significativa entre o grupo 

SHAM (n = 4) e o grupo 6-OHDA (n = 6), já esperado para este modelo (p < 0,05). O 

teste estatístico usado foi o de ANOVA de uma via seguido pelo pós-teste teste de 

múltipla comparação de Tukey [F (4, 28) = 2; p = 0,0483]. No entanto, não foram 

observadas reduções significativas na média de giros contralaterais dos animais tratados 

nas três doses da occidentalina-1202 (2, 4 e 8 mg/kg). Os animais do grupo 6-OHDA 
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tiveram uma média de aproximada de 155 giros, enquanto os animais tratados com 2 e 8 

mg/kg obtiveram médias aproximadas de 108 e 93 giros (menores médias de giros 

contralaterais identificadas). Os animais tratados com a dose de 4 mg/kg tiveram uma 

média igual a 136 giros aproximadamente. Portanto, para este ensaio comportamental, 

não foi possível observar um efeito antiparkinsoniano significativos do peptídeo (Figura 

8). 
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Figura 8: Análise do comportamento rotatório induzido por apomorfina (agonista 

dopaminérgico) injetado por via s.c. (5 ug/animal) em camundongos previamente 

injuriados com 6-OHDA. Grupos controles: 6-OHDA (n = 6) e SHAM (n = 4). Grupo 

occidentalina-1202: 2 mg/kg (n = 9), 4 mg/kg (n = 7), 8 mg/kg (n = 7). Grupos com 

diferenças significativas * (p < 0,05) {One-way ANOVA: [F (4, 28) = 2; p = 0,0483]}. 

 

Sobrevivência dos grupos experimentais 

 Os testes de comparação de curva de sobrevivência dos grupos não mostraram 

diferenças significativas entre os grupos [Log-rank (Mantel-Cox), Logrank para 

tendência e Gehan-Breslow-Wilcoxon]. Observou-se que a taxa de sobrevivência para os 

animais do grupo 6-OHDA foi de 66,7%. Já para o grupo tratado com occidentalina-1202 

na dose de 2 mg/kg, a sobrevivência dos animais girou em torno de 81,8%, enquanto o 

grupo tratado com a dose de 4 mg/kg, a sobrevivência ficou em 87,5%. Os animais dos 

grupos SHAM e tratados com 8 mg/kg de occidentalina-1202 não tiveram mortes, 

apresentando taxa de sobrevivência de 100% (Figura 9).   
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Figura 9: Curva de sobrevivência dos animais em cada grupo experimental aplicados. 

Grupos controles 6-OHDA (n = 9) e SHAM (n = 4). Grupo occidentalina-1202 (2 mg/kg 

n = 11), 4 mg/kg (n = 8), 8 mg/kg (n = 7). Log-rank p = 0,3733; Chi square = 4,250.  

 

Quantificação de neurônios TH+ na SNpc 

 No caso, começando pelos dois grupos controles empregados neste estudo, grupos 

SHAM e 6-OHDA, foi identificado uma preservação média de mais de 100% dos 

neurônios para o grupo SHAM, resultado já esperado visto que não houve lesão induzida, 

enquanto o grupo 6-OHDA teve preservação aproximada de 44,3% das células. Os dois 

grupos foram significativamente diferentes entre si, como também já esperado (Figura 

11). O teste estatístico usado foi o de ANOVA de uma via seguido pelo pós-teste teste de 

múltipla comparação de Tukey [F (4, 27) = 32,10; p < 0,001].  

 Com relação as diferentes doses de occidentalina-1202 aplicadas, os dados 

mostraram que a dose de 2 mg/kg teve um bom desempenho na proteção dos neurônios 

DA, preservando entre 73% das células e sendo significativamente diferente do grupo 6-

OHDA. A dose de 8 mg/kg também efetuou uma boa proteção dos neurônios, preservando 

aproximadamente 60,7% das células. O teste T não pareado mostrou que houve diferença 

significativa entre os animais do grupo 6-OHDA e os animais tratados com a maior dose 

da occidentalina-1202 (t = 2,434, df = 11; p = 0,0332). Por último, a dose intermediária 

foi a que menos obteve resultados positivos, tendo uma preservação média aproximada 

de 44% e não sendo significativamente diferente do grupo 6-OHDA. 
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Figura 10: Representação das imunofluorescências realizadas para cada grupo 

experimental usado neste trabalho. Dupla marcação dos neurônios DA com citoplasmas 

em verde e núcleos em azul. Consideraram-se neurônios viáveis as células com 

citoplasmas bem definidos e que emitiam a fluorescência em verde (Alexa flúor-488) 

após marcação com anticorpo anti-TH e com núcleos com fluorescência azul, marcados 

a partir de um meio de montagem DAPI (Escala das imagens representada em 100 µm). 
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Figura 11: Determinação de porcentagem de neurônios DA viáveis imunoreativos a TH 

em fatias cerebrais da região SNpc de camundongos. Grupos controles: 6-OHDA (n = 6) 

e SHAM (n = 4). Grupos tratados com occidentalina-1202 nas doses de 2 mg/kg (n = 9), 

4 mg/kg (n = 7) e 8 mg/kg (n = 7). Diferenças significativas entre o grupo 6-OHDA 

representado em ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001), tratado com occidentalina-1202 nas 

doses de 2, 4 e 8 mg/kg representados em && (p < 0,01), +++ (p < 0,001) e ### (p < 

0,001), respectivamente {One-way ANOVA seguido do pós-teste de múltipla 

comparação de Tukey [F (4, 27) = 32,10; p < 0,001]}. Teste t não pareado mostrou 

diferença significativa # (p < 0,05) entre o grupo tratado com occidentalina-1202 na dose 

de 8 mg/kg e o grupo 6-OHDA (t = 2,434, df = 11; p = 0,0332). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 
 

Discussão 

Doenças neurodegenerativas entram no universo de desordens que mais impactam 

a qualidade de vida de idosos. A falta de uma etiologia clara que definam essas doenças, 

em especial a DP – desordem neurodegenerativa de crescimento mais acentuado –, impõe 

a fragilidade atual em lidar com os seus tratamentos (Feigin et al. 2017). De fato, a 

necessidade de desenvolvimento de novos fármacos para a DP se torna imperativo e 

imprescindível. Leva-se ainda mais em conta a carência de medicamentos eficazes que 

impeçam a sua progressão, tendo as terapias atuais maior foco sobre o alívio sintomático. 

Destaca-se também que pouco progresso vem sendo feito com relação à novas terapias 

para DP, por exemplo, com novos fármacos aprovados tendo foco sobre novas 

formulações da L-dopa (principal tratamento sintomático) ou terapias de sinais relativos 

a grupos específicos de pacientes – pimavaserin para o tratamento de alucinações e 

droxidopa para tonturas. 

Dessa forma, tendo em vista justamente a falta de medicamentos eficazes para o 

tratamento de doenças neurodegenerativas, a disponibilidade de alternativas, como 

peptídeos terapêuticos, se torna uma via interessante de se explorar. Em especial, 

peptídeos derivados de venenos e peçonhas possuem a capacidade de mimetizar 

processos moleculares e fisiológicos intrínsecos celulares (Lau e Dunn 2018). Para tanto, 

a aplicação destes compostos possuem um alto potencial como alternativas 

farmacológicas para com estas desordens, em especial a DP (Amaral et al. 2019). 

Trazendo à tona a demanda por novas terapias antiparkinsonianas e a 

disponibilidade farmacológica que peptídeos derivados da peçonha de vespas apresentam. 

O presente trabalho objetivou explorar uma alternativa terapêutica de forma que vise 

impedir a progressão de morte neuronal bem como desempenhar uma melhora sobre os 

sinais motores em modelo animal parkinsoniano. 

Nesse sentido, o seguinte trabalho teve como propósito identificar o efeito 

antiparkinsoniano da occidentalina-1202 no modelo de lesão unilateral induzida pela 

neurotoxina 6-OHDA em camundongos. Observou-se que o peptídeo teve um efeito 

positivo sobre o desempenho motor dos animais, principalmente na dose de 8 mg/kg, 

maior dose avaliada, em que os camundongos obtiveram uma melhora motora 

progressiva. Além disso, o teste de imunofluorescência mostrou um promissor efeito 

neuroprotetor para a occidentalina-1202 em contrapartida aos dados observados no teste 

de rotação induzida pela apomorfina. Neste ensaio, foi possível identificar a preservação 



46 
 

entre 60,7% dos neurônios DA na SNpc na dose 8 mg/kg, o que reforça o potencial efeito 

terapêutico da occidentalina-1202, principalmente para desordens neurológicas. 

Além disso, um outro achado interessante para este estudo foi que o grupo tratado 

com a dose de 8 mg/kg promoveu uma sobrevivência de 100% dos animais assim como 

o grupo SHAM. Já os camundongos tratados com a dose intermediária e menor dose 

tiveram uma sobrevivência de 87,5% e 81,8%. Os animais do grupo 6-OHDA tiveram a 

menor taxa de sobrevida, sendo esta de aproximadamente 66,7%. 

Tendo em vista o potencial na aplicação de venenos e peçonhas de animais bem 

como de seus derivados como alternativas farmacológicas para a DP, diversos estudos 

descrevem a capacidade dessas moléculas em atuar no combate à progressão dessa doença 

(Amaral et al. 2019). No âmbito da aplicação de peçonhas brutas, um composto de 

interesse é a peçonha bruta da abelha Apis melífera. O conjunto de moléculas bioativas 

presente na sua composição foi identificada como potencial ação neuroprotetora e 

modulatória da neuroinflamação (Monge-Fuentes et al. 2015; Amaral et al. 2019). Em 

estudos pré-clínicos in vivo com aplicação de MPTP foi possível observar efeitos de 

neuroproteção com aumento de infiltração de células Treg e inibição da ativação 

microglial (Chung et al. 2012), além de também atenuação da ativação de astrócitos (Kim 

et al. 2016). No entanto, ao se transferir para os estudos clínicos com a peçonha bruta da 

A. mellifera, os resultados não foram capazes de demonstrar melhoras nos sinais motores 

ao comparar os grupos tratados e grupo placebo (Hartmann et al. 2016). Em um segundo 

estudo, pacientes com DP foram divididos em grupos tratados com a peçonha bruta 

aplicada com acupuntura ou somente acupuntura. Em ambos os grupos foi possível 

observar melhora motora nos pacientes, porém, não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos com a peçonha bruta aplicada com acupuntura e somente 

acupuntura (Cho et al. 2012). 

Em um direcionamento mais específico, a aplicação de peptídeos derivados de 

venenos ou peçonhas se torna uma alternativa mais viável. Como destacado 

anteriormente, o interesse farmacológico dessas moléculas advém de sua alta 

especificidade para com receptores celulares além de mimetizar atividades fisiológicas e 

moleculares intrínsecas de vias celulares naturais (Lau e Dunn 2018). De fato, esse 

interesse na capacidade farmacológica desses peptídeos traz a possibilidade do seu uso 

como protótipos para o desenvolvimento de novos medicamentos. Dentre os mais 

famosos fármacos já desenvolvidos, está o captopril, aprovado pelo FDA no início dos 
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anos de 1980 e com atividade anti-hipertensiva capaz de inibir a enzima conversora de 

angiostensina (ECA) (Smith e Vane 2003). O captopril foi um medicamento criado a 

partir de um peptídeo isolado da peçonha da serpente brasileira Bothrops jararaca (Smith 

e Vane 2003; Bryan 2009).  

Outro peptídeo derivado de toxinas com bastante interesse farmacológico é o 

Exendin-4. O Exendin-4 é um peptídeo de 39 resíduos de aminoácidos e isolado do 

veneno do lagarto Heloderma suspetum, o monstro de gila (Eng et al. 1992). O interesse 

nesse composto vem do seu potencial como tratamento para diabetes tipo 2, em que 

identificou-se uma atividade insulinotrófico devido a sua capacidade em se ligar aos 

receptores GLP-1 (Glucagon like peptide 1) em células pancreáticas do tipo β e aumentar 

o AMPc intracelular (Goke et al. 1993). A partir desses dados, diversos peptídeos 

análogos com base no Exendin-4 foram desenvolvidos, dentre eles estão o exenatide, 

liraglutide, lixisenatide, and dulaglutide. 

Esta capacidade do Exendin-4 em se ligar aos receptores GLP-1 é o que traz o alto 

interesse farmacológico desse composto. Estes receptores, além de expressos em células 

pancreáticas do tipo β, também são altamente encontrados em neurônios e células da glia 

de diferentes regiões do encéfalo, incluindo estriado e SNpc. A ativação deste receptor 

nos neurônios pode desencadear uma série de efeitos neuroprotetores, o que atrai o 

interesse deste peptídeo para sua aplicação como tratamento de desordens neurológicas 

(Athauda e Foltynie 2016). Dentre os efeitos observados para o Exendin-4 e seus 

análogos, incluem-se controle da neuroinflamação (inibição da ativação microglial), 

ativação da Akt, neurogênesis, proteção contra estresse oxidativo, inibição das vias de 

apoptose e aumento da plasticidade sináptica (Athauda e Foltynie 2016).  

No caso, o peptídeo Exendin-4 vem sendo amplamente estudado em estudos pré-

clínicos em modelos in vivo da DP (ratos, camundongos e primatas não humanos). Em 

modelos de neurodegeneração da SNpc induzidas por toxinas (MPTP, 6-OHDA e LPS), 

observou-se que o tratamento com o seu análogo, o exanatide, induziu a preservação dos 

neurônios DA (reativos a TH) da SNpc, reestabelecendo os níveis de dopamina no 

encéfalo e melhorando os quadros comportamentais e motores dos animais (Harkavyi et 

al. 2008; Bertilsson et al. 2008; Y. Li et al. 2009; S. Kim et al. 2009). Harkavyi e 

colaboradores (2008) observaram que a administração de exendin-4 duas vezes ao dia por 

via intraperitoneal (0,1 e 0,5 µg/kg) impediu a morte de neurônios DA na SNpc no modelo 

de lesão unilateral de 6-OHDA em camundongos (Harkavyi et al. 2008), enquanto 
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Bertilsson e colaboradores (2008), aplicando exendin-4 duas vezes ao dia (0,1 µg/kg) no 

mesmo modelo, obtiveram os mesmo resultados de preservação dos neurônios DA 

(Bertilsson et al. 2008).  

O Exendin-4 também já foi aplicado em estudos clínicos. Foi observado melhora 

no desempenho motor em pacientes com DP moderada e tratados com Exendin-4 duas 

vezes ao dia após 12 meses de tratamento (Aviles-Olmos et al. 2013), com este efeito se 

mantendo ao longo dos 12 meses seguintes (Aviles-Olmos et al. 2015). Em um segundo 

estudo clinico, pacientes tratados com injeções semanais de Exendin-4 por 48 semanas, 

seguido por um período sem tratamento de 12 semanas, também obtiveram melhoras 

motoras (Athauda et al. 2017). 

Comparando-se o presente trabalho com estudos realizados com o exendin-4, 

pode-se observar que ambos os peptídeos desempenharam efeitos antiparkinsonianos 

promissores. A administração diária da occidentalina-1202 na sua maior dose (8 mg/kg 

s.c), uma vez ao dia, foi capaz de melhorar o desempenho motor dos animais e preservar 

os neurônios DA na SNpc, em contrapartida às duas administrações realizadas com o 

exendin-4 (Harkavyi et al. 2008; Bertilsson et al. 2008). Importante ressaltar que a meia-

vida da occidentalina-1202 foi identificada com o valor aproximado de 6 horas em soro 

sanguíneo de camundongos Swiss diluído em salina (25%) (Schwartz 2020), em contraste 

a meia-vida do exendin-4 que foi calculado em torno de 2-2,4 horas (Yun et al. 2018; 

Tang et al. 2018). Além disso, comparando-se as doses aplicadas entre a occidentalina-

1202 e o exendin-4, a occidentalina-1202 precisou de uma dose mais elevada para 

desempenhar o seu efeito antiparkinsoniano. Porém, pode-se considerar que o aumento 

de dose não tenha interferências fisiológicas prejudiciais, visto que, em estudos 

anteriores, a occidentalina-1202 foi identificada como peptídeo de boa tolerabilidade 

mesmo em doses elevadas (Mortari 2007). Considera-se também que a occidentalina-

1202 é um peptídeo com uma sequência menor em comparação ao exendin-4 (9 resíduos 

de aminoácidos x 39 resíduos de aminoácidos, respectivamente), além de não apresentar 

modificações pós-traducionais complexas (estrutura linear simples). Esse fato tem uma 

importância enorme sobre o seu valor de produção, o que a torna facilmente sintetizável 

com um custo menor e, por consequência, de mais fácil acesso para a população.  

Um outro peptídeo que já foi estudado para o tratamento da DP é a neurovespina, 

um dos análogos sintéticos da occidentalina-1202. Esse peptídeo mostrou resultados 

neuroprotetores promissores em modelo hemiparkinsoniano de 6-OHDA em 
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camundongos. No caso, Campos (2016) observou que a neurovespina foi capaz de 

proteger os neurônios DA na SNpc, atingindo uma proteção média aproximada de 60%, 

e melhorar o desempenho motor dos animais tratados com o peptídeo na dose de 4 mg/kg 

por via intraperitoneal (Campos, 2016). Subsequentemente, foi identificado que um dos 

potenciais mecanismos de ação da neurovespina está atrelado com o bloqueio de correntes 

de cálcio em canais do tipo 1.2 (Cav1.2) (Campos, 2020). Esse último resultado tem uma 

grande importância sobre os estudos de efeito neuroprotetor com a occidentalina-1202, 

visto que ambos peptídeos são análogos e também demonstraram efeitos promissores em 

modelos animais de crises epilépticas (Carneiro, 2013). Vale ressaltar que em ensaios de 

dinâmica molecular, a occidentalina-1202 também mostrou afinidade com receptores do 

tipo kainato (dados não publicados).  

Comparando-se os dois estudos, apesar de ambos os peptídeos desempenharem 

um promissor efeito antiparkinsoniano e neuroprotetor, a dose mais eficaz observada no 

estudo de Campos (2016) para a neurovespina foi de 4 mg/kg, enquanto essa dose não 

desempenhou o mesmo efeito para a occidentalina-1202, não sendo capaz de melhorar o 

comportamento motor dos animais e protegendo apenas 44% dos neurônios. Além disso, 

um ponto importante foi que no estudo realizado com a neurovespina, foram realizadas 3 

aplicações do peptídeo ao longo de 21 dias de experimento, enquanto a occidentalina-

1202 foi aplicada diariamente ao longo de 9 dias. Portanto, pode-se considerar que a 

neurovespina tenha um efeito antiparkinsoniano mais acentuado em comparação à 

occidentalina-1202, já que precisou de uma dose menor, com menos frequências de 

administração ao longo do estudo, para desempenhar a proteção dos neurônios DA na 

SNpc e melhora motora dos animais no mesmo modelo. Esta diferença é compreensível 

visto que a neurovespina foi sintetizada com base na occidentalina-1202, afim de 

melhorar parâmetros de seus efeitos farmacológicos (Carneiro 2013; Campos 2016) 

Ainda assim, levando em conta a similaridade entre ambos os peptídeos, futuros 

estudos que visem identificar um mecanismo de ação para a occidentalina-1202, podem 

ser direcionados para o potencial bloqueio de canais de cálcio, principalmente com os 

canais do tipo Cav1.3. Esse tipo de canal, como abordado anteriormente, é bastante 

presente nos neurônios DA na SNpc e estão intrinsecamente relacionados com a questão 

de desregulação da homeostase do cálcio e vulnerabilidade neuronal encontrada na DP 

(Chan et al. 2009). 
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De fato, bloqueadores de canais de cálcio possuem potencial como agentes 

neuroprotetores, como é o caso da isradipina, um bloqueador de canais de cálcio do tipo 

L seletivo para os canais Cav1.1, Cav1.2 e Cav1.3. A isradipina teve ação protetora sobre 

os neurônios DA em modelo parkinsoniano de MPTP, reduzindo o estresse oxidativo 

induzido pelo estresse mitocondrial (Chan et al. 2007; Guzman et al. 2010). Dessa forma, 

baseando-se sobre a atividade da neurovespina como bloqueadora de canais de cálcio, a 

identificação do mecanismo de ação da occidentalina-1202 seguindo esta linha é de 

bastante interesse, abrindo mais ainda a possibilidade de seu uso para o tratamento de 

desordens neurológicas como DP e epilepsia (Mortari 2007).  

Por certo, ressaltando-se a necessidade do desenvolvimento de novos fármacos 

para doenças neurodegenerativas, em especial a DP, a identificação de potenciais 

tratamentos passam pelos estudos pré-clínicos em modelos in vivo. Para tanto, existem os 

modelos de mutações gênicas, que estão envolvidos com formas familiares da DP 

(mutações sobre o gene SNCA, por exemplo), e modelos de indução parkinsoniana a 

partir da injeção de neurotoxinas (6-OHDA e MPTP) (Koprich et al. 2017; Dawson et al. 

2018). Dentre as características gerais destes modelos, cada um visa recapitular os sinais 

gerais, bem como a neuropatologia de perda de neurônios DA na SNpc na DP, com alguns 

com mais sucesso que outros. No geral, apesar de alguns dos modelos de mutações 

gênicas não conseguirem recapitular tão bem a neurodegeneração observada na doença, 

eles são aplicados de forma a se compreender melhor a sua fisiopatologia (para revisão 

Koprichet al. 2017). 

Já os modelos com aplicação de neurotoxinas possuem a vantagem de induzir uma 

neurodegeneração massiva da região da SNpc, com uma recapitulação mais assertiva 

sobre os sinais motores da doença. Em contrapartida, uma das principais desvantagens 

sobre estes modelos é a falta de agregados de alfa-sinucleína, uma das características 

principais da DP. Dentre estes modelos, dois se destacam pela sua ampla aplicação e 

especificidade em atingir principalmente neurônios DA na SNpc: MPTP e 6-OHDA 

(Dawson et al. 2018). Vale mencionar também o modelo de injeções crônicas de baixas 

doses de reserpina, um inibidor irreversível de VMAT2, que possibilita uma modulação 

progressiva da DP em animais (Ikram e Haleem 2019; Draoui et al. 2019; Leão et al. 

2021). Além disso, a reserpina também desempenhar um bom papel em induzir sinais não 

motores da DP, como sinais cognitivos e sinais prodrômicos (Fernandes et al. 2012; 

Santos et al. 2013; Draoui et al. 2019). 
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Na decisão sobre o modelo animal a se aplicar neste estudo, escolheu-se o de lesão 

unilateral por injeção intraestriatal de 6-OHDA em camundongos. A 6-OHDA é uma 

neurotoxina análoga da dopamina e noradrenalina que, devido a sua similaridade com 

essas moléculas, possui afinidade com seus respectivos transportadores (transportador de 

dopamina (DAT) e noradrenalina). Dessa forma, essa neurotoxina exerce seu efeito 

principalmente sobre neurônios catecolaminérgicos. Após o acúmulo de 6-OHDA por 

essas células, uma série de eventos são desencadeados, comprometendo a homeostase 

intracelular e levando a neurodegeneração (Simola et al. 2007). Dentro do neurônio, a 6-

OHDA induz a produção de moléculas citotóxicas e espécies reativas de oxigênio, 

promovendo o estresse oxidativo por meio de vias enzimáticas (metabolização por 

monoamino oxidase) e não enzimáticas (Cohen 1984; Cadet e Brannock 1997; Choi et al. 

1999; Lotharius et al. 1999). Outro mecanismo de ação também associado com a 6-

OHDA é o bloqueio do complexo 1 da mitocôndria, também contribuindo para a geração 

de espécies reativas de oxigênio (Glinka e Youdim 1995).  

Dentro das principais vantagens de aplicação do modelo de 6-OHDA, está a sua 

capacidade de induzir sinais motores similares à DP a partir de uma depleção massiva dos 

neurônios DA na SNpc (Javoy et al. 1976; Jeon et al. 1995). A 6-OHDA pode ser injetada 

em três principais regiões para geração do parkinsonismo: SNpc, estriado e feixe medial 

do prosencéfalo; dentre as formas de injeções, pode-se formular diferentes modelos entre 

lesões unilaterais e bilaterais, com aplicações únicas ou múltiplas na tentativa de se 

reproduzir um modelo parkinsoniano mais robusto e com morte de neurônios DA em 

valores mais estáveis, sem variações extremas (Simola et al. 2007). De fato, o desafio de 

reprodução deste modelo está na sua alta variabilidade, ainda mais tratando-se de ser um 

modelo que necessita de uma cirurgia estereotáxica. Para tanto, a aplicação de ensaios 

comportamentais se torna importante por serem bons preditores sobre a extensão de lesão 

dopaminérgica induzida. 

Em especial, os modelos de lesão unilateral por 6-OHDA é um dos modelos de 

DP amplamente usados na pesquisa pré-clinica, (Ungerstedt e Arbuthnott 1970; Costall 

et al. 1976; Robertson e Robertson 1989; Maneue et al. 1994). Destaca-se a 

disponibilidade de ensaios comportamentais, como os testes de comportamento rotatório 

induzido por agentes químicos (Anfetaminas ou apomorfina), contribuindo em predizer 

a extensão da lesão dopaminérgica induzida (Iancu et al. 2005; Thiele et al. 2012). Além 

disso, testes que avaliam o comportamento motor espontâneo dos animais, como os testes 
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com o Rotarod, também apresentam uma boa sensibilidade para avaliar o grau de lesão 

unilateral (Iancu et al. 2005). Por último, importante ressaltar que a vantagem de se aplicar 

um modelo hemiparkinsoniano (lesão unilateral), é o uso do animal como seu próprio 

controle em ensaios de quantificação de neurônios (imuno-histoquímica). Por exemplo, 

em ensaios de imuno-histoquímica é possível se comparar ambos os hemisférios dos 

animais, em que um lado é afetado pela neurotoxina enquanto o outro mantem-se sem 

lesões, de forma a permitir observar mais claramente o grau de perda neuronal induzido. 

Um ponto importante a se destacar sobre o modelo de 6-OHDA é o nível de 

alteração fisiológica sistêmica que podem ser observadas nos animais, sendo que este 

modelo é muitas vezes caracterizado por uma alta taxa de mortalidade entre os grupos, 

principalmente por afagia e adipsia (Bobela et al. 2014). Alterações como perda de peso 

e, principalmente, desidratação são normais nesse modelo e, por isso, o cuidado tanto no 

pós operatório como ao longo do estudo se torna necessário. A mortalidade é 

principalmente alta em modelos de injeção bilateral de 6-OHDA (Simola et al. 2007) ou 

em injeções unilaterais no feixe medial do prosencéfalo, podendo este atingir um valor 

de 84% de mortalidade (Lundblad et al. 2004). 

No presente estudo, foi selecionado o modelo de lesão intraestriatal que, apesar 

do risco de variabilidade na perda dos neurônios DA, apresenta uma mortalidade menos 

expressiva dos animais injetados com a neurotoxina. Além disso, apesar das lesões 

induzidas pela injeção de 6-OHDA diretamente no SNpc ou no feixe medial do 

prosencéfalo caracterizarem uma lesão mais acentuada dos neurônios DA (Ungerstedt 

1968), a injeção da 6-OHDA no estriado leva a uma perda mais lenta e progressiva dessas 

células (Sauer e Oertel 1994; Alvarez-Fischer et al. 2008). Ressalta-se ainda que a injeção 

estriatal da 6-OHDA causa uma neurodegeneração retrograda, agindo primeiro sobre os 

terminais axoniais dos neurônios DA no estriado (Berger et al. 1991; Sauer e Oertel 

1994), enquanto a injeção da 6-OHDA direta sobre o SNpc ou feixe medial do 

prosencéfalo causa uma perda anterógrada das projeções estriatais desses neurônios 

(Ungerstedt 1968). Isso traz uma qualidade única ao modelo de injeção intraestriatal, visto 

que possibilita adequá-lo para uma perda neuronal progressiva, fortalecendo a sua 

similariedade com a DP. O modelo experimental aplicado neste trabalho levou em conta 

ainda a administração diária do peptídeo justamente como forma de impedir a progressão 

de perda neuronal. O modelo de injeção de 6-OHDA executado neste estudo seguiu os 

protocolos já estabelecidos pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Neurofarmacologia, 
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definindo a dose de 40 µg/4 µL de 6-OHDA (base livre) como a que representava 

idealmente a perda unilateral dos neurônios conjunta com a perda motora (Biolchi et al. 

2020). 

 Importante ressaltar que um achado interessante obtido neste trabalho foi a 

diminuição da mortalidade entre os grupos injetados com 6-OHDA e tratados com as 

diferentes doses do peptídeo ao longo do estudo. No grupo 6-OHDA foi observada uma 

mortalidade de 33,3%, enquanto nos grupos tratados com a occidentalina-1202 nas doses 

de 2 e 4 mg/kg, a mortalidade foi de 18,2% e 12,5%, respectivamente. Os animais tratados 

com a occidentalina-1202 na dose de 8 mg/kg tiveram uma mortalidade igual a 0%, assim 

como os animais do grupo SHAM. A mortalidade observada no grupo 6-OHDA se 

mostrou bem reduzida à encontrada no modelo de lesão unilateral do SNpc por injeção 

no feixe medial do prosencéfalo, que atesta por aproximadamente 84% (Lundblad et al. 

2004). Em comparação com modelos de injeção intraestriatal da 6-OHDA, o estudo de 

Alvarez-Fischer e colaboradores (2008) identificou uma mortalidade de 

aproximadamente 10% para lesões unilaterais (Alvarez-Fischer et al. 2008), enquanto o 

modelo aplicado neste estudo obteve uma mortalidade maior, tendo o valor de 33,3%. 

Com relação aos ensaios comportamentais, o teste de Rotarod, que serviu para 

avaliar a condição motora do animal, foi sensível para indicar a perda do desempenho 

motor de forma progressiva. Como observado em estudos de lesão unilateral por injeção 

intraestriatal de 6-OHDA, a perda dos neurônios DA na SNpc é concomitante com a perda 

de desempenho motor. Alvarez-Fischer  e colaboradores (2008) observaram que três dias 

após a lesão unilateral, os animais tiveram uma perda aproximada de 34,1% dos 

neurônios, com tempo de permanência aproximado de 13,9 segundos (animais seguiram 

o mesmo protocolo de permanência no Rotarod de 300 segundos); no sétimo dia de 

análise, a perda neuronal se acentuou, com os animais tendo morte neuronal aproximada 

de 67,8%, em contrapartida a um tempo de permanência de 148,9 segundos (Alvarez-

Fischer et al. 2008). Neste estudo, os animais foram avaliados por um total de 56 dias, 

com a última análise mostrando perda neuronal de aproximadamente 82,1% dos 

neurônios e tempo de permanência no Rotarod de aproximadamente 220,7 segundos 

(Alvarez-Fischer et al. 2008). Esta melhora no desempenho motor dos animais, em 

discordância com a perda neuronal da região da SNpc, pode ser explicada por uma 

questão de mecanismo compensatório pré-sináptico no animal, visto que o estudo teve 

um tempo prolongado de avaliação (Bezard et al. 2003; Alvarez-Fischer et al. 2008). 
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No presente trabalho, os animais do grupo de 6-OHDA tiveram uma perda 

aproximada de 56% dos neurônios DA na SNpc, o que correlacionou a perda de seu 

desempenho motor. Um dos pontos que o difere com o trabalho de Alvarez-Fischer e 

colaboradores (2008) é o tempo de análise, em que, neste estudo, as análises de 

desempenho motor no Rotarod foram realizadas no quarto, quinto e sexto dia após a lesão 

unilateral (72, 96 e 120 horas após a lesão) e os animais foram eutanasiados no décimo 

segundo dia (Figura 3), enquanto Alvarez-Fischer e colaboradores (2008) fizeram uma 

análise mais prolongada, chegando a 56 dias. O que é interessante de se comparar entre 

os dois estudos é que ambos os modelos mostram a sensibilidade do teste Rotarod em 

mostrar a perda neuronal e a perda de desempenho motor dos animais, apesar de no 

presente trabalho, esta perda ter sido em um menor grau. Comparando-se os tempos de 

análises, no estudo de Alvarez-Fischer e colaboradores (2008) os animais permaneceram 

entre 13,9 segundos no Rotarod no terceiro dia após a lesão (Alvarez-Fischer et al. 2008), 

enquanto no presente estudo, os animais permaneceram em média 107,7 segundos no 

Rotarod no primeiro tempo de análise. Vale ressaltar que em humanos, estima-se uma 

perda de neurônios DA na SNpc na DP é de aproximadamente 60-70% para 

desenvolvimento dos primeiros sinais motores da doença (Grosch et al. 2016). Esta 

diferença entre os dois modelos pode ter sido pela lesão unilateral induzida neste trabalho 

ter sido menos expressiva, podendo se classificar como uma lesão intermediária. 

Em estudos realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratório de 

Neurofarmacologia com os protocolos similares aos aplicado neste estudo, Biolchi e 

colaboradores (2020) identificaram uma perda aproximada de 70,7% dos neurônios DA 

na SNpc com 7 dias de experimento (Biolchi et al. 2020), enquanto Campos (2016) 

observou uma perda maior que 75% dos neurônios com 21 dias de experimento (Campos 

2016), que foram mais acentuadas que as identificadas neste trabalho (56% de perda 

neuronal aproximadamente).  A relativa baixa perda neuronal pode ter sido por conta da 

variabilidade que o próprio modelo de injeção intraestriatal de 6-OHDA, o estriado é uma 

região extensa com diversas sub-regiões, o que pode ser responsável por variar o grau de 

lesão induzida (Kirik et al. 1998).  

Com relação aos dados do ensaio de comportamento rotatório induzido por 

apomorfina, estes não mostraram diferenças significativas entre o grupo 6-OHDA e os 

grupos tratados com as diferentes doses de occidentalina-1202. A apomorfina é um 

agonista dopaminérgico com afinidade tanto para receptores D1 quanto para D2 e quando 
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aplicadas sobre o modelo de lesão unilateral do SNpc, ativa principalmente a região com 

perda dos neurônios DA (Creese et al. 1977). De fato, os animais do grupo 6-OHDA 

mostraram uma variabilidade alta nos valores de giros. Esta variabilidade pode ser 

justificada por este teste necessitar de uma neurodegeneração quase que total da região 

do SNpc. Estima-se que seja necessária uma perda maior que 90% dessas células para 

que se possa ter uma estabilidade sobre os valores de giros contralaterais (Creese et al. 

1977). No presente estudo, foi atingida uma perda neuronal de 56% no grupo 6-OHDA, 

o que pode ter sido a causa da variabilidade na quantificação de giros do grupo. Dessa 

forma, suporta-se que a lesão unilateral induzida neste estudo tenha sido intermediária, 

atingindo uma extensão menor dos neurônios DA na SNpc 

No entanto, apesar da baixa perda neuronal no grupo 6-OHDA, o tratamento com 

a dose de 8 mg/kg de occidentalina-1202 ainda assim foi capaz de desempenhar uma 

proteção sobre essas células. Esse grupo promoveu uma proteção aproximada de 60,7% 

dos neurônios DA na SNpc (perda de 39,3% dos neurônios; Figura 10), o que foi 

suficiente para melhorar o desempenho motor dos animais de forma progressiva, 

permanecendo entre 71,8% do tempo total no Rotarod no último dia de análise de 

desempenho motor (Figura 3; Figura 7). Além disso, um fato interessante foi a boa 

tolerabilidade que os animais apresentaram com a dose máxima aplicada da 

occidentalina-1202, quando injetada por via subcutânea. Outro fator importante, e o que 

a torna um peptídeo ainda mais interessante, é a sua capacidade de passar a BHE. 

Importante ressaltar que no âmbito de peptídeos derivados de fontes naturais, 

como é o caso de peptídeos isolado de venenos e peçonhas, alguns limitantes são 

presentes em suas características, como: baixa meia-vida plasmática (peptídeos são 

facilmente degradados por enzimas) e baixa estabilidade química e física (Fosgerau e 

Hoffmann 2015). Felizmente, existem estratégias eficazes que podem contornar as 

desvantagens sobre peptídeos derivados de fontes naturais, como o uso do desenho 

racional, para melhorar características intrínsecas farmacodinâmicas e farmacocinéticas, 

conjugação com nanopartículas e PEG, uso de peptídeos multifuncionais e entre outras 

tecnologias que visem o uso de vias alternativas de administração (Fosgerau e Hoffmann 

2015).  

Com relação a occidentalina-1202, além do seu bom desempenho na 

administração subcutânea, realçando a sua disponibilidade para o tratamento em vias 
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alternativas – anteriormente, a occidentalina-1202 já havia mostrado efeito neuroprotetor 

sobre a administração intraperitoneal (Mortari 2007). 

Ainda assim, pode-se considerar que em estudos futuros se aumente o número de 

administrações diárias da occidentalina-1202 ou formular a conjugação do peptídeo com 

uma cauda PEG, como é o caso do NLY01, peptídeo com sequência similar ao exendin-

4 com uma cauda PEG. No estudo de Yun e colaboradores (2018), foi identificado que a 

peguilação do exendin-4 estendeu em 40 vezes a meia-vida do peptídeo em primatas não 

humanos, desempenhando uma melhora motora e atividade neuroprotetora significativa 

em diferentes modelos animais de DP (Yun et al. 2018).  

Conclui-se, assim, que a occidentalina-1202 é um peptídeo com promissor efeito 

antiparkinsoniano e potencial efeito neuroprotetor para o tratamento da DP, agindo sobre 

a melhora do desempenho motor e de preservação dos neurônios DA na SNpc.  
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Perspectivas futuras 

Importante que em estudos futuros seja realizada uma busca sobre o mecanismo 

de ação da occidentalina-1202. Uma via interessante a se considerar é a de bloqueadores 

de canais de cálcio, visto o seu potencial para tratamento para a DP e epilepsia e a 

característica já observada da neurovespina em blocar canais Cav1.2 (Campos 2020). Vale 

também considerar a conjugação da occidentalina-1202 com cauda PEG ou com 

nanopartículas, afim de melhorar a sua meia-vida plasmática. 

Um último ponto importante a se destacar é a utilização de um modelo de DP 

alternativo a 6-OHDA. Apesar de ser um modelo já bem descrito e amplamente usado 

para pesquisas pré-clínicas envolvendo a DP, a 6-OHDA ainda é considerado um modelo 

incompleto no quesito similaridade com a etiologia da doença. Uma das características 

principais da DP, além da perda de neurônios DA na SNpc, é a agregação da alfa-

sinucleína como fator precoce e de progressão da doença. Um novo modelo que vem 

sendo bastante aplicado é o de fibrilas pré-formadas de alfa-sinucleína, que inclui a 

injeção de fibrilas de alfa-sinucleína diretamente sobre o estriado do animal (Luk et al. 

2012). Este modelo causa a perda progressiva dos neurônios DA na SNpc e o acúmulo da 

alfa-sinucleína, estendendo-se até outras regiões do encéfalo do animal (Luk et al. 2012; 

Abdelmotilib et al. 2017; Stoyka et al. 2020).  
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