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RESUMO

Quintanilha, MVT. Avaliacdo da atividade antiepiléptica de um novo peptideo
bioinspirado da Occidentalina-1202 isolado da peconha da vespa social Polybia
occidentalis. Dissertacdo de mestrado — Programa de Pés-Graduacdo em Biologia
Animal, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia, 2019.

Epilepsia se refere a um conjunto de doencas caracterizadas pela atividade excessiva
dos neurénios, que geram descargas elétricas hipersincronizadas. E uma das doencas
neuroldgicas mais prevalentes no mundo, gerando uma necessidade de investimentos
em tratamentos. Os farmacos antiepilépticos sdo comumente associados a efeitos
colaterais e sao ineficientes no controle de crises em cerca de 70% em pacientes com
Epilepsia do Lobo Temporal (ELT). Pesquisas demonstraram que um peptideo isolado
da vespa Polybia occidentalis, denominado Occidentalina-1202 foi capaz de proteger
ratos Wistar contra crises induzidas quimicamente. Com base nisso o0 objetivo desse
trabalho foi avaliar a atividade antiepiléptica de um novo peptideo bioinspirado da
Occidentalina-1202 (administrado em diferengas vias) em modelos agudos de crises
induzidas por convulsivantes quimicos, calcular sua DEsy e avaliar no modelo cronico
de ELT. O peptideo Nor-1202 foi administrado em camundongos Swiss machos via
intracerebroventricular (i.c.v.) (6; 3 ou 0,3 upg/animal), subcutinea (8 e 4 mg/kg) e
intraperitoneal (i.p.) (8 mg/kg). Para a administracéo i.c.v. os animais foram submetidos
a um procedimento para implanta¢do de uma canula no ventriculo lateral (VL). Uma vez
administrado o peptideo, foram administrados nos camundongos, a pilocarpina (250
mg/kg i.p.) ou o &acido cainico (1,25 pg/animal i.c.v.) e 0s animais tiveram seus
comportamentos filmados por 30 min. No modelo do acido cainico o peptideo so6 foi
avaliado via i.c.v. O grupo controle negativo foi infundido com solucéo salina 0,9% e o
grupo controle positivo foi tratado com Diazepam (4 mg/kg) para ambos o0s
convulsivantes. O modelo cronico de ELT foi induzido por pilocarpina (210 mg/kg i.p.),
os camundongos tiveram Status Epilepticus (SE) (fase aguda do modelo) e 10 dias apos
o0 SE os animais tiveram canulas implantadas no VL. Do dia 15 ao dia 20 do modelo
(fase cronica) foram tratados diariamente com Nor-1202 (i.c.v.) ou solugédo salina 0,9%
(grupo epiléptico) contra as crises recorrentes e espontaneas (CRE) e filmados por
10hrs. No modelo agudo de pilocarpina o peptideo (i.c.v.) protegeu os animais contra a
crise generalizada e contra 6bito, porém nao teve atividade contra as crises quando
injetado sistemicamente (i.p. e subcutanea). No modelo do &cido cainico, o peptideo
(i.c.v.) ndo protegeu 0s animais contra a crise generalizada, porém aumentou a % de
sobrevivéncia destes. Quando avaliada no modelo crdnico de ELT, a DEsodo Nor-1202
nao foi diferente estatisticamente do grupo epiléptico e nem do grupo sadio (animais
gue ndo foram submetidos ao SE), em relacdo ao tempo que 0s camundongos
passaram tendo CREs durantes os cinco dias de tratamento. Mostrando um efeito
intermediario. Quanto ao niumero de CREs durante a fase de tratamento crénica, o grupo
tratado com o Nor-1202 teve significativamente mais crises do que o grupo sadio no dia
2 do tratamento. Nos outros quatro dias o peptideo também n&o apresentou diferencas
em relacdo ao grupo sadio nem ao grupo doente. Os resultados indicam que o peptideo
tem um efeito antiepiléptico contra crises induzidas por pilocarpina, porém nao tem acéo
no sistema nervoso central quando injetado sistemicamente. Além disso mais estudos
sd0 necessarios para uma melhor avaliagdo do Nor-1202 no modelo de ELT, com
maiores doses sendo avaliadas.

Palavras-chave: Epilepsia do Lobo Temporal, peptideo antiepiléptico, Occidentalina-

1202, pilocarpina, acido cainico.



Abstract

Quintanilha, MVT. Antiepileptic evaluation of a new a bioinspired peptide in
Occidentalina-1202 from the venom of the wasp Polybia occidentalis. Master

dissertation — Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Animal, Instituto de Ciéncias
Biologicas, Universidade de Brasilia, 2019.

Epilepsy refers to a set of neurological diseases characterized by excessive activity of
neurons which generate hypersynchronized electrical discharges. It is one of the most
prevalent neurological diseases in the world, generating a need for investments in
treatments. Antiepileptic drugs are commonly associated with side effects, and are
ineffective in seizure control in about 70% of patients with Temporal Lobe Epilepsy (TLE).
Research has shown that a peptide found in venom from Polybia occidentalis,
denominated Occidentalina-1202, was able to protect Wistar rats from chemically
induced seizures. Therefore the purpose of this study was to evaluate the antiepileptic
activity of Nor-1202 (a new bioinspired peptide in Occidentalina-1202) in acute models
of epileptic seizures induced by pilocarpine and kainic acid, thus to define ECso and
evaluate the effectiveness of the peptide in a chronic model of TLE induced by
pilocarpine. Swiss mice received i.c.v. administration of the peptide (6; 3 ou 0.3
pg/animal) or subcutaneous administration (8 e 4 mg/kg) or i.p. (8 mg/kg). For i.c.v.
administration a stereotaxic procedure was perfomed to implant a guide cannula in the
lateral ventricle. Prior to the injection of pilocarpine (250 mg/kg i.p.) or kainic acid (1,25
pg/animali.c.v.), the administration of Nor-1202 or vehicle solution was performed. Then,
the mices had their behaviors filmed for 30 min. In the kainic acid model the peptide was
only evaluated via i.c.v. The positive control animals received a prior treatment with
Diazepam (4 mg/kg i.p.) in the two acute models. The chronic model of TLE was induced
by pilocarpine (210 mg/kg i.p.), mices manifested signs of Status Epilepticus (SE) for
three hours (acute period of the model) and 10 days later stereotaxic procedure was
perfomed to implant a guide cannula in the lateral ventricle. During chronic period (15 to
20 days) treatment against spontaneous recurrent seizures (SRS) was carried out during
five consecutive days by i.c.v. injections with vehicle solution or Nor-1202. During this
period, behavioral and SRS were monitored by video recording. In the acute model of
seizures induced by pilocarpine, Nor-1202 (i.c.v.) protected the animals against
generalized seizures and death, but did not have antiepileptic activity when systemically
injected. In the kainic acid model of seizures, the peptide did not protected the animals
against generalized seizures but increased the % of survival. When evaluated in the
chronic model of TLE, the EDso of Nor-1202 was not statistically different from the
epileptic group nor from the healthy group (animals that were not submitted to SE), in
relation to the time the mice spent having SRS during the five days of treatment. Showing
an intermediate effect. As for the number of SRS during the chronic treatment, the group
treated with Nor-1202 had significantly more seizures than the healthy group at day 2 of
treatment. In the other four days, the peptide did not present differences either in relation
to the healthy group nor to the epileptic group. The results indicate that the peptide has
an antiepileptic effect against pilocarpine-induced seizures, but has no central nervous
system action when systemically injected. In addition, more studies are needed to better
evaluate the effectiveness of Nor-1202 in the TLE model, with higher doses being
evaluated.

Keywords: Temporal Lobe Epilepsy, antiepileptic peptide, Occidentalina-1202, pilocarpine,
kainic acid.
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1. Introducéo

1.1 Epilepsia

O termo Epilepsia ndo se refere a uma doenca Unica, mas sim a um complexo
espectro de doencas neuroldgicas, diversificadas tanto etioldégica quanto clinicamente
(Casillas-Espinosa, 2012). De modo convergente, todas sdo caracterizadas pela
atividade excessiva dos neurbnios e dos circuitos cerebrais, capazes de gerar
descargas elétricas temporariamente hipersincronizadas, provocadas em sua maioria,
pelo desequilibrio entre estimulos excitatérios (mediados principalmente pelo
neurotransmissor glutamato) e inibitérios (mediados pelo neurotransmissor acido gama-
aminobutirico - GABA) em areas especificas do cortex (Hu et al., 2007; Pearson-Smith
et al., 2017).

Esse desbalanco causa um distirbio em toda a atividade cerebral, podendo
gerar crises focais ou generalizadas, essas Ultimas acompanhadas por perda de
consciéncia, observada em crises tonico-clonicas ou de auséncia (Boer et al., 2008).
Essas manifestagbes clinicas da Epilepsia, as crises epilépticas, antigamente
denominadas crises convulsivas, sao definidas como uma “ocorréncia transitéria de
sinais e/ou sintomas devido a atividade neuronal anormal, excessiva ou sincrona do
cérebro” (Fisher et al., 2005).

A Liga Internacional Contra Epilepsia (ILAE — International league against
Epilepsy) contém um grupo de especialistas responsaveis por revisar a classificacao
dos termos referentes a doenca desde 1981. Estas classificacbes permitem abordagens
terapéuticas especificas para diferentes pacientes, dando assim, mais fundamento tanto

para a pesquisa basica como para a clinica.

Desde 2005, a Epilepsia tem sido definida como “uma predisposicao persistente
do encéfalo em gerar crises epilépticas e todas as consequéncias neurobioldgicas,
cognitivas, psicolégicas e sociais para o paciente” (Fisher et al.,, 2005). Sendo
diagnosticada quando ocorrem duas ou mais crises ndo induzidas (sem a existéncia de
um fator transitorio que abaixe o limiar de um cérebro normal para a ocorréncia de uma
crise) com um espaco de tempo de 24 horas entre elas. Porém, essa definicdo é
inadequada em alguns casos, entdo, atualmente também se denomina que um paciente
tem Epilepsia depois de uma crise ndo provocada com dados clinicos adicionais que

sugerem uma tendéncia patolégica a um alto risco de futuras crises recorrentes, como




por exemplo padrdes epileptiformes no Eletroencafalograma (EEG) (Fisher et al., 2014;
LaPenna & Tormoehlen, 2017).

As descargas neuronais quando originadas em um conjunto de neurdnios,
limitadas a um hemisfério cerebral, sdo denominadas crises focais, por terem um foco
especifico. As crises generalizadas sdo aquelas que mostram uma distribuicéo bilateral,
incluindo estruturas corticais e subcorticais simultaneamente nos dois hemisférios, mas
ndo necessariamente incluindo o cortex inteiro (Berg et al., 2010; Berg & Scheffer,
2011). Essa classificacdo das crises é importante uma vez que um farmaco
antiepiléptico (FAE) pode ser benéfico em um certo tipo de crise mas prejudicial em
outro (LaPenna & Tormoehlen, 2017) e se evita uma prescricdo errbnea para 0S
pacientes. Assim, o diagnoéstico da Epilepsia inicia-se com a caracterizacao do tipo de
crise e, apos o acréscimo de informacdes eletroclinicas, o tipo de Epilepsia pode ser
definido como focal, generalizada, uma combinac¢éo das duas ou ser denominada como
desconhecida, quando nao foi possivel identificar a existéncia de um foco especifico ou
geral (Oyrer et al., 2017).

Antes, a Epilepsia era interpretada como uma desordem cerebral mas,
recetemente, a ILAE e a International Bureau of Epilepsy (IBE) revisaram o termo e
sugeriram que a Epilepsia pare de ser denominada como uma desordem, e passe a ser
definida como uma doenca. O termo desordem traz a idéia de uma condicdo n&o
necessarimente duradoura, jA uma doenga pode causar uma pertubac¢éo duradoura ou
até permanente na fungéo cerebral. Além disso, popularmente o termo desordem ndo
era bem compreendido, e muitas vezes a Epilepsia ndo era entendida como um quadro
médico realmente sério, ja o termo doenga causa mais impacto social, podendo ajudar
na conscientizacao popular sobre a importancia e necessidade de intervencoes (Fisher
et al., 2014).

Em 2017, a ILAE definou que existem grupos para se classificar etiologicamente
os tipos de Epilepsia: estrutural, genético, infeccioso, metabdlico, imune e
desconhecida, sendo que um paciente pode estar enquadrado em mais de um grupo
(Falco-Walter et al., 2017). A causa estrutural se refere a anormalidades estruturais que
sdo visiveis em ensaios eletroclinicos e de neuroimagem originadas por um trauma
cerebral ou eventos genéticos, como malformacdes. A causa genética é resultado direto
de uma mutacao genética em um gene conhecido ou previsto, podendo acarretar em
anormalidades em canais ibnicos cerebrais, afetando a transmissao sinaptica. No grupo
infeccioso, o0 mais comum dentre as causas conhecidas, a rede neural se torna
epiléptica com crises recorrentes como resultado de uma infec¢ao prévia, e ndo quando

0 paciente tem crises provocadas por uma infec¢cdo aguda. Metabdlica ocorre devido a




um distarbio metabdlico conhecido ou previsto. A imune como resultado direto de uma
doenca auto-imune (Falco-Walter et al., 2017; Scheffer et al., 2017). Porém, cerca de

60% dos pacientes tem a etiologia da Epilepsia desconhecida (Hauser et al., 2017).

A Epilepsia € uma das doencas neuroldgicas mais prevalentes no mundo, com
aproximadamente 1% da populacdo afetada (~50 milhdes de pessoas), com sua
prevaléncia variando substancialmente entre paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (Beghi, 2016). Gerando, assim, uma necessidade de intervencdes e
investimentos em tratamentos que garantam aos pacientes o controle das crises
epilépticas, permitindo uma melhor qualidade de vida (Gao et al., 2015). Além do seu
grande impacto econémico, com um custo estimado de 15,5 bilhdes de délares anuais
s6 nos EUA (Bernstein et al., 2010), existe um grande impacto social na vida das
pessoas com Epilepsia (PCE), uma vez que, a Epilepsia € uma condigdo crobnica,
socialmente impactante, com grandes consequéncias na vida dos pacientes impondo

limitagBes reais no desempenho de suas atividades (Mameniskiene et al., 2015).

Estudos demonstram que existe um aumento do risco de ocorréncia de
comprometimentos cognitivos em PCE, como déficits de memoria e atengéo, além de
desordens psiquiatricas, sociais e comportamentais, como por exemplo impulsividade,
irritabilidade, comportamentos agressivos e uma maior incidéncia de doencas como
depresséo e distlrbios de ansiedade (Brodie et al., 2016). Nesse grupo de pacientes, o
risco de suicidio também é aumentado, sendo de quatro a cinco vezes maior em
pacientes com Epilepsia (Strine et al., 2005; Kotwas et al., 2017). Tais desordens podem
ocorrer em decorréncia do dano cerebal causado pelas crises epilépticas ou de efeitos
colaterais do tratamento da Epilepsia, 0os quais os FAEs sdo comumente associados
(Radzik et al., 2015).

Além de diversos distUrbios fisiolégicos e das crises epilépticas muitas vezes nao
controladas, a Epilepsia acarreta profundas consequéncias sociais e psicolégicas nos
pacientes. Assim, € muitas vezes vista como um fardo na vida destes, ja que é uma
doenca estigmatizada e marginalizada na sociedade, levando a desafios constantes
como alto custo de vida, comprometimentos que afetam atividades diarias, como
restricbes para dirigir e limitac6es de empregos para PCE (Seidenberg et al., 2007; Boer
et al., 2008; Taylor et al., 2011). Desta forma, é necessaria uma mudanca de politicas
publicas em todo 0 mundo para que se conheca mais sobre a doenca e assim se reduza
0 estigma associado a esta. Uma pesquisa feita em 2010, na Italia, mostrou que dos
entrevistados 56,6% conheciam alguém com Epilepsia, 56,1% pensavam que se tratava
de uma doenca psicolégica ou psiquiatrica, 36,5% que era uma forma de insanidade do

paciente e 4,1% de que se tratava de possessdes de maus espiritos. Ditos dados




demonstram que ndo s6 em paises em desenvolvimento que se faz necesséario maior
investimento e divulgacdo da seriedade e bases clinicas da doenca (Dalic & Cook,
2016).

1.2 Farmacoterapia da Epilepsia

Antigamente, os tratamentos da Epilepsia eram empiricos e supersticiosos,
incluindo prescricbes de dietas, plantas medicinais e, em casos extremos,
procedimentos cirdrgicos para retirada dos possiveis focos epilépticos (Gross, 1992).
Mesmo com a introducdo de varios FAEs na terapéutica e com o avanco da
Neurociéncia, o tratamento de Epilepsias mais resistentes ainda é dividido nas
categorias: farmacoterapia, tratamentos alternativos (dietas), neuroestimulagédo e
neurocirurgia. Vale ressaltar que a evolu¢do do EEG e novos ensaios de neuroimagem,
tornou possivel a identificacdo dos focos epilépticos dos pacientes e o refinamento dos
procedimentos cirlrgicos para retirada das regifes desejadas com menores impactos
(Asadi-Pooya & Rostami, 2017).

Cerca de 50% das PCE néo se tornam livres de crises em suas primeiras terapias
com FAEs, e assim, uma parte dos pacientes é encaminhada para terapias combinadas
de farmacos, mas muitos destes (~30%) continuam refratarios aos FAEs atuais (Sharma
et al., 2017; Oyrer et al., 2017). Um paciente é classificado com Epilepsia farmaco-
resistente quando ja foram utilizados dois FAEs escolhidos adequadamente, em
monoterapia ou combinados e, estes, foram ineficientes no controle das crises
epilépticas. Afinal, evidéncias clinicas mostram que pacientes que nao responderam a
dois FAEs tém apenas uma pequena chance de obterem controle de suas crises com
FAEs adicionais (Kwan et al., 2010). O FAE tem que ser utilizado por um periodo de
tempo adequado, ser selecionado apropriadamente levando em consideracao o tipo de
crise/Epilepsia do paciente e prescrito em uma dose adequada. A Epilepsia s6 é
considerada resolvida em duas situacdes: em pacientes com sindromes epilépticas
idade-dependente que ja passaram da idade aplicavel ou pacientes que estéo livres de
crises a mais de 10 anos e ndo usam FAEs ha mais de cinco anos (Fisher et al., 2014).

O mecanismo da farmacoresisténcia dos FAEs ndo é totalmente compreendido,
e ndo tem sido elucidado o motivo desta se desenvolver em alguns pacientes e ndo em
outros, mas sabe-se que essa resisténcia é multifatorial, envolvendo fatores genéticos
e ambientais. As causas moleculares, como mecanismos epigenéticos, ainda sdo pouco
conhecidas, e por conta disto, tratamentos mais eficazes ainda estdo indisponiveis
(Hauser et al., 2017).




Nos ultimos 30 anos, uma série de novos FAEs foram desenvolvidos, com
mecanismos de acdo que atenuam a neurotransmissao excitatéria (bloqueando canais
de sdAdio ou calcio dependentes de voltagem e vias glutamatérgicas) ou aumentam a
inibicdo (via GABA), porém em uma grande parcela dos pacientes os farmacos néo
conseguem controlar totalmente as crises (Simonato et al., 2017). O que se observa é
gue os farmacos atuais aumentam o tempo que 0s pacientes ficam sem crises,
diminuindo a frequéncia de crises diarias, ou fazendo com que alguns individuos tenham
intervalos de anos entre os episddios de crise (Dalic & Cook, 2016; Hu et al., 2007).
Mas, apesar das suas disponibilidades, os FAEs fornecem apenas tratamento
sintomatico e ndo previnem a progressdo da doenca, além de serem comumente
associados a efeitos adversos, que podem variar em frequéncia e gravidade, fazendo
com gue o paciente escolha entre conviver com as crises ou ter uma vida com os efeitos

negativos dos farmacos (Macleod & Appleton, 2004; Hauser et al., 2017).

Os tratamentos farmacoldgicos para a Epilepsia se iniciaram em 1857 com o
uso de brometo de potassio, que hiperpolariza a membrana neuronial, equilibrando as
correntes sinapticas excitatérias anormais. Observou-se que o brometo reduzia as
frequéncias das crises em pacientes epilépticos e, assim, 0s pesquisadores comegaram
a fazer combinagdes dele com outros compostos como Borax Belladonna, afim de
aumentar a eficacia farmacolégica. Porém, estes pacientes descreveram sofrer com
efeitos colaterais como dores de cabeca, cansaco excessivo, delirios, perda de apetite,
entre outros (Krall et al., 1978). Por conta desses efeitos adversos, pesquisas com novos
farmacos se fazem necesséarias até os dias atuais. Atualmente, trés técnicas sao
utiizadas para o0 desenvolvimento desses farmacos: 1) modificagfes
quimicas/estruturais de farmacos ja existentes, afim de se obter uma eficacia maior ou
menos efeitos adversos; 2) Screening de novas substancias com potencial
antiepiléptico, em modelos experimentais in vivo e in vitro; 3) Uso de compostos que
agem em processos sujacentes as atividades de crises cerebrais, inibindo seletivamente
a excitagcdo ou aumentando a neurotransmissao inibitoria (Luszczki, 2009).

Hoje, existem trés geragfes de FAEs, que s&o divididas temporalmente. A
primeira geracdo de FAEs surgiu ap0s o brometo de potassio, e teve seu préximo
farmaco disponivel em 1912, o fenobarbital, composto que aumenta a inibicao sinaptica
mediada pelo GABA, se ligando a receptores do tipo GABA-A e prolongando sua
abertura. Ele ja existia no mercado como um sedativo e se mostrou menos téxico que o
brometo de potassio em PCE, contudo, pacientes também mostraram efeitos adversos,
como depressao, hiperatividade e até complicacdes respiratorias. O fenobarbital € um

dos FAEs mais prescrito até hoje, principalmente por conta de seu baixo custo. Esta




geracdo de FAEs inclui também outros farmacos desenvolvidos até os anos 1970s:
primidona, fenitoina, etosuximida, &cido valproico, entre outros, com mecanismos
diversos como inibicdo de canais de sodio, antagonismo de receptores do tipo NMDA
(N-metil D-Aspartato), potencializagao da transmissao mediada por GABA, entre outros.
A segunda geracdo abrange o0s benzodiazepinicos, a carbamazepina, felbamato,
gabapentina e outros. Era esperado que esses farmacos tivessem uma farmacocinética
mais favoravel em comparacdo com os da primeira geracdo, porém nem todos
conseguiram sucesso, e continuam sendo limitados aos efeitos negativos, como
comprometimento motor em alguns casos. A terceira geracdo dos FAEsS comegou em
2008 com a aprovagéao da lacosamida e alguns de seus outros representantes incluem:
vigabatrina, clobazam, rufinamida, acetato de eslicarbazepina, brivaracetam (LaPenna
& Tormoehlen, 2017; Abou-Khalil, 2016) (Tabela 1). Vale a pena ressaltar que a nova
geracdo de FAEs ndo estéa isenta de efeitos adversos, porém eles se mostram mais
toleraveis do que os das geracdes anteriores (French & Gazzola, 2011). Assim, faz-se
necessario novos farmacos antiepilépticos com maior eficicia e menos efeitos adversos

para a melhoria da qualidade de vida das PCE.

Tabela 1. Relacado da terceira geracdo dos Farmacos antiepilépticos, indicando o mecanismo de

acao e os efeitos adversos.




Farmaco

Mecanismo de acado

Indicacao

Efeitos adversos

Lacosamida (2008)

Rufinamida (2008)

Estiripentol (2008)

Vigabatrina (2009)

Clobazam (2011)

Retigabina (2011)

Perampanel (2012)

Acetato de
eslicarbazepina (2013)

Brivaracetam (2013)

Aumenta a inativacéo
lenta de canais de
sbdio dependentes de
voltagem

Prolonga a inativagcéo
de canais de sodio
dependentes de
voltagem

Modulagéo de
receptores GABA-A

Potencializacao de
receptores GABA

Potencializacdo de
receptores GABA

Abertura de canais de
potassio dependentes
de voltagem

Antagonista de
receptores de
glutamato do tipo
AMPA

Bloqueia canais de
sédio dependentes de
voltagem

Inibe liberagéo pré-
sinptica de
neurotransmissores
excitatorios

Crises focais,
generalizadas e
sindrome de
Lennox-Gastaut

Crises focais e
sindrome de
Lennox-Gastaut

Crises refretarias
associadas a
sindrome de

Dravet

Crises focais
refratarias e
espasmos infantis

Crises focais,
generalizadas e
sindrome de
Lennox-Gastaut

Crises focais

Crises focais e
generalizadas
ténico-clbnicas

Crises focais

Crises focais

Tontura, dor de cabeca,
diplopia, nausea e vomito

Sonoléncia, tontura, fadiga, dor
de cabeca, vomitos, nausea,
tremor, diminuicdo do apetite,

constipacéo

Sonoléncia, lentiddo da fungéo
mental, ataxia, diplopia, perda
de apetite, ndusea e dor
abdominal

Sonoléncia, fadiga, tontura,
depresséo, psicoses, hepatite,
comprometimento respiratorio,

vertigem

Sonoléncia, alteracbes
comportamentais e de humor,
hiperexcitabilidade psicomotora,
ataxia e infeccdo do trato
respiratério

Sonoléncia, tontura, ataxia,
parestesia, amnésia, visao
turva, nausea, infeccao do trato
urinario, alucinacdes, ansiedade

Sonoléncia, tontura, dor de
cabeca, fadiga, irritabilidade,
ideacéo suicida

Tontura, visao turva, nauseas e

vomitos, ataxia, dor de cabeca,

sonoléncia e fadiga, problemas
hepéticos

Sonoléncia, dor de cabega,
tontura e fadiga

(Referéncias: Younus & Reddy, 2017; LaPenna & Tormoehlen, 2017; Nickles &
Wirrell, 2017; Campos et al., 2018.)
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1.3 Epilepsiado Lobo Temporal

Entre os pacientes adultos com Epilepsia farmaco-resistente, a principal
caracteristica comum é a presenca de um foco epiléptico no lobo temporal (Bora &
Meletti, 2016). A Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), assim denominada em decorréncias
das crises originarem-se em estruturas mesiais do lobo temporal, especialmente a
formacdo hipocampal (Andersen et al., 2006), € a de maior relevancia clinica,
principalmente devido & sua gravidade e a alta porcentagem de pacientes resistentes
aos FAE disponiveis (White & Ldscher, 2014).

Neste tipo de Epilepsia farmaco-resistente, geralmente, as crises ndo ocorrem
naturalmente desde o nascimento do paciente, elas comecam a se desenvolver em
fases tardia da vida em decorréncia a um insulto inicial em estruturas do lobo temporal.
Este insulto ocorre no tecido cerebral antes de que os sinais da ELT se tornem
evidentes, existindo um periodo latente entre o dano cerebral e 0 aparecimento de crises
recorrentes ndo provocadas nos pacientes (Minjarez et al., 2017). Por isso, a ELT pode
ser considerada nestes casos como uma forma adquirida de Epilepsia, com suas crises
sendo resultado de uma reorganizagcdo dos circuitos neuroniais durante o periodo
latente por consequéncia de lesbes, tumores ou infec¢des do Sistema Nervoso Central
(SNC), ou até doencas cerebrovasculares (Annegers & Hauser, 1996). Esse processo
de reorganizacdo dos circuitos apés um insulto que acaba por gerar as crises
recorrentes e espontaneas (CRE) nos individuos com ELT é chamado de
epileptogénese. Segundo a ILAE, a epileptogénese se estende desde o momento do
insulto, que faz com que se tenham mudangas celulares e moleculares da estrutura e
funcdo cerebral, levando a uma diminuicdo do limiar para crises e, assim, causando
hiperexcitabilidade, até o surgimento das CREs (Sharma et al., 2017).

Na ELT, o processo de epileptogénese faz com que as CREs ocorram
principalmente na formag&o hipocampal, que recebe aferéncias indiretas de todo o
coOrtex cerebral, é parte do sistema limbico e é composta pelo hipocampo, o cortex
adjacente a este, cortex entorrinal (CE), o complexo subicular e o giro denteado (GD).
O hipocampo propriamente dito é localizado entre o0 GD e o complexo subicular, e é
subdivido nas camadas CA1-4 em humanos. O GD é composto por trés camadas, a
camada que contém os dendritos das células granulares (CG), células excitatérias mais
presentes no GD, que projetam seus ax6nios para a camada CA3 do hipocampo.
Segue-se a camada na qual estdo localizados os corpos celulares das CG, e a ultima
camada com Varios tipos celulares, principalmente neurbnios glutamatérgicos e
interneurénios inibitérios GABAérgicos. Na principal via de entrada de informagfes na

formacdo hipocampal, a perfurante, as CG recebem aferéncias excitatérias do CE, e




projetam seus axénios (as fibras musgosas) para a camada CA3 do hipocampo. Os
axobnios das células da CA3, denominados colaterais de Schaeffer, se projetam
ipsilateralmente para a neurénios piramidais da camada CA1, que através do complexo
subicular, encaminha a informacéo para o CE, que se conecta com areas corticais e
subcorticais. O GD limita a quantidade de transmissdes excitatorias que vao do CE para
o hipocampo através de interneurdnios inibitérios GABAérgicos, assim, evitando uma
hiperexcitacdo no circuito, 0 que ndo se observa em modelos animais e pacientes com
ELT (Kiernan, 2012; Navidhamidi et al., 2017).

Alteracdes neuropatologicas em pacientes com ELT podem ser consequéncias
das CREs ou resultado direto do dano cerebral inicial que levou as crises. Essas
alteracdes sdo associadas a mudancgas na formacgéo hipocampal, incluindo diminuigédo
do seu tamanho, com perda neuronial e lesées. Esse quadro é denominado esclerose
hipocampal, caracterizada por uma grande perda de neurdnios piramidais, chegando
em até 80% de perda de neurbnios na CAl, e em quantidades menores, porém também
prejudiciais nas outras camadas (O’Dell et al., 2012). Acompanhando a esclerose
hipocampal, outras anomalias histolégicas presentes nos individuos com ELT séo
brotamentos das fibras musgosas no GD, gliose hipocampal, disperséo de CG em locais
anormais, causando uma reorganiza¢do no circuito neuronal. Os axdnios das CG, as
fibras musgosas, se reorganizam e brotam para formarem novas conexdes sinapticas
com interneurdnios ou outras CG, esses brotamentos causam, entre outras coisas,
conectividade anormal entre as camadas do GD, maior conex&o entre o GD e o

hipocampo, levando a uma hiperexcitabilidade (Cavazos & Cross, 2006; Thom, 2014).

1.4 Modelos Animais de ELT

Para o estudo da ELT em modelos animais, um insulto mimetiza o dano cerebral
dos pacientes, o que inicia um periodo latente onde ocorrem cascatas de eventos e
mudancgas estruturais no circuito cerebral, caracterizando a epileptogénese, e entdo o
aparecimento das CREs, resultando em uma condicao cronica de crises ndo provocadas
(Sloviter & Bumanglag, 2012). Cada modelo mimetiza algum aspecto da Epilepsia, e
todos séo Uteis para a investigacdo dos mecanismos complexos de epileptogénese e a
geracdo das CREs, assim como o estudo da farmacoresisténcia e de potenciais
tratamentos (Bielefeld et al., 2017). Diversos protocolos existem para causar 0 dano no
tecido e simular o insulto inicial (para revisdo, ver Nirwan et al., 2018) como crises
induzidas por febre, kindling elétrico e administracéo de convulsivantes quimicos, dentre

estes, 0s mais utilizados séo a pilocarpina e o acido cainico (Lopes-Aguiar, 2014).




A pilocarpina é um potente agonista muscarinico colinérgico muito utilizado em
estudos que mimetizam uma condicdo crénica de ELT, e quando administrada nos
animais acarreta uma progressao de alteracdes histopatolégicas e comportamentais de
crise, assim como mudancas eletroencefalograficas, semelhantes aos quadros de ELT
em humanos (Turski et al., 1983; Curia et al., 2008; Minjarez et al., 2017) (Figura 1).

Existe uma grande demanda de modelos animais adequados que mimetizam o
complexo quadro que é a Epilepsia em humanos, e cada vez mais modelos cronicos da
doenca estdo sendo recomendados em pesquisas de screening de novos FAEs (Lidster
et al., 2016).
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Figura 1. Desenho esquemaético das fases do modelo animal de ELT induzido por pilocarpina. O
modelo se inicia com o insulto inicial, com a administra¢do do convulsivante e estabelecimento
do Status Epilepticus. Logo apdés o sujeito experimental entra na fase latente com a

epileptogénese, 0 que acarreta a fase crénica com crises recorrentes e espontaneas.
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1.5 Peptideos como potenciais novos tratamentos

Com base nas restri¢cdes e falhas no tratamento descritas anteriormente, h4 uma
grande demanda para o desenvolvimento de novos FAEs mais efetivos, uma vez que
ainda néo foi possivel a oferta de novos compostos com alta eficacia para a ELT (Bialer
& White, 2010), que possam ser capazes de diminuir a excitacdo e aumentar a inibicdo
neuronal (Radzik et al., 2015) e uma abordagem mais focada para o tratamento de
Epilepsias farmaco-resistentes (Kwan et al., 2011).

Existem varios estudos com neuropeptideos enddégenos com agao antiepiléptica,
além de seus analogos, que mostram uma maior afinidade com o receptor alvo, e por
causa da habilidade destes compostos em suprimir circuitos excitatorios do cérebro,
eles sdo uma estratégia interessante para o tratamento da Epilepsia (Robertson et al.,
2011; Khomane et al., 2012). Um destes peptideos, a galanina, age modulando a
hiperexcitabilidade neuronal tendo seus receptores presentes em varias regides do
tecido cerebral, inclusive na formacéo hipocampal. Estudos com anélogos da galanina
mostraram uma potente atividade antiepiléptica destes quando injetados diretamente no
cérebro, podendo ser potenciais farmacos para a Epilepsia, porém, sofrem uma rapida
degradacdo metabdlica, sendo pouco estaveis e pouco eficazes em atravessar a

barreira hematoencefalica (Robertson et al., 2011; Metcalf et al., 2017).

O neuropeptideo Y, que é bem expresso em interneurbnios gabaérgicos de
regibes do cortex e da formagdo hipocampal, também tem seu efeito antiepiléptico
estudado. Ele age inibindo a liberagdo de glutamato nas sinapses dos neurbnios das
fibras musgosas para as células da camada CA3, e dos colaterais de Schaffer para a
camada CA1l do hipocampo (Robertson et al., 2011; Ledri et al., 2015). Outros dois
neuropeptideos homologos, neuropeptideo W e neuropeptideo B, também ja foram
estudados quanto as suas possiveis atividades antiepilépticas, mostrando uma
supressao de crises induzidas eletricamente. Analogos sintéticos do neuropeptideo W
gue tenham uma maior capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, podem
surgir como potencias tratamentos para a Epilepsia (Green et al., 2010). Outro peptideo
endégeno que tem sua atividade antiepiléptica avaliada é o hormoénio, liberador de
tireotrofina, TRH, classificado como peptidico. Alguns analogos deste ja foram
sintetizados com mudancas em aminoacidos que os tornam mais estaveis, afinal o
peptideo original, apesar de se mostrar um potente antiepiléptico em modelos animais,

tem baixa disponibilidade oral e de meia vida no plasma (Khomane et al., 2012).
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Além desses neuropeptideos, diversos peptideos exdgenos isolados de
peconhas sdo estudados como possiveis farmacos para Epilepsia. Existem varias
familias de peptideos isolados da peconha de animais do género Conus, as
conotoxinas, amplamente estudadas como potenciais tratamentos para dor cronica e
Epilepsia, alguns destes ja em testes clinicos (Han et al., 2008; Gao et al., 2017). A
conotoxina com propriedade antiepiléptica melhor descrita € a conotoxina G, CGX-1007,
isolada da peconha do Conus geographus. Ela age inibindo receptores do tipo NMDA,
como um antagonista competitivo ao sitio de ligacao do glutamato, e assim, modulando
correntes pas-sindpticas excitatdrias, no cortex cerebral e no hipocampo. A CGX-1007
se encontra em fase | de testes clinicos como potencial farmaco para a Epilepsia
intratavel (Essack et al., 2012; Gao et al., 2017), e é considerado como base para o
desenvolvimento de novos peptideos sintéticos com atividade antiepiléptica (Beraud &
Chandy, 2011).

Outro grupo de animais que tém os peptideos de suas pegonhas bem estudados
séo os artropodes. Um peptideo isolado da peconha do escorpido Centruroides limpidus
limpidus, denominado, CIlI9, mostrou suprimir crises em analises comportamentais e
eletroencefalograficas quando injetado diretamente no cérebro de ratos (Corona et al.,
2003). Peptideos da peconha de Buthus martensi Karsch também ja foram estudados
em modelos de Epilepsia, sendo o peptideo BmK AEP, o primeiro peptideo isolado de
peconha de escorpiao que mostrou atividade antiepiléptica (Zhou et al., 1989; Zhang et
al., 2019). Polipeptideos e peptideos de peconhas de aranhas, como os isolados de
aranhas do género Agelenopsis e da aranha Phoneutria nigriventer, respectivamente,
também foram descritos como antiepilépticos (Jackson and Scheideler, 1996; Pinheiro
et al., 2006).

Moléculas isoladas de peconhas de vespas também tém sido estudadas com
acao antiepiléptica. Tal € o caso do peptideo neuropolybina isolado da peconha da
vespa Polybia paulista, testado em modelo agudo de crises induzidas por
Pentilenotetrazol (PTZ), em ratos e camundongos (Couto et al, 2012; Silva, 2013). Além
de apresentar atividade atiepiléptica também no modelo crénico de ELT induzido por
pilocarpina (Gomes, 2016).

Em 2005, Mortari e colaboradores coletaram ninhos da vespa social Polybia
occidentalis (Polistinae: Vespida) em Ribeirdo Preto- SP, eutanaziaram os animais por
congelamento e extrairam as glandulas de peconhas para estudos e purificagdo da
peconha desnaturada. Apos testes de inducdo aguda de crises por epilépticos quimicos
padrdes: bicuculina, picrotoxina, &cido cainico e PTZ e o tratamento subsequente com
injecdo da peconha desnaturada intracerebroventricularmente (i.c.v.) em ratos, foi

possivel observar uma protecdo significativa contra as crises maximas induzidas
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principalmente pelo acido cainico, seguido por bicuculina, picrotoxina e, por ultimo, PTZ.
De forma interessante, mesmo as doses testadas da peconha desnaturada néo
protegendo significativamente das crises induzidas pelo PTZ, as laténcias para o inicio
das crises tiveram um aumento significativo e dose-dependente. A partir destes dados,
foi feito o isolamento e a caracterizacdo estrutural de um novo peptideo antiepiléptico,
sendo denominado occidentalina-1202 (OcTx-1202). Em modelos de indugéo aguda de
crise, o0 OcTx-1202 mostrou um potente efeito antiepiléptico contra crises induzidas
pelos compostos quimicos &cido cainico e pentilenotetrazol (Mortari, 2007).

Apds os primeiros estudos sobre a atividade antiepiléptica da peconha da P.
Occidentalis e o isolamento do OcTx-1202, foram realizados testes com o analogo
natural da OcTx-1202 (OcTx-1202s) e um analogo criado a partir da sequencia primaria
(neurovespina) com modificagdes a fim de tornar o peptideo mais estavel e aumentar o
efeito antiepiléptico (Dos Anjos, 2013). Ambos apresentaram uma potente atividade
antiepiléptica dose-dependente em um modelo agudo de crises induzida por acido
cainico quando injetados via i.c.v e via intraperitoneal (i.p.). Porém, observando as
doses-efetivas 50% (DEso) calculadas, a neurovespina se mostrou aproximadamente 6
vezes mais potente do que o analogo natural. O analogo neurovespina foi testado no
modelo cronico de ELT pela inducédo de status epilepticus (SE) por pilocarpina, onde foi
capaz de reduzir a frequéncia, o tempo de duragcdo e a gravidade das CREs em

comparagao ao grupo controle em todas as doses avaliadas (Dos Anjos, 2017).

Desta forma, observa-se um grande potencial para o uso de peptideos
direcionados para o desenvolvimento de novos farmacos neuroativos. Nos Ultimos anos,
diversos compostos isolados da pecgonha de vespas com atividade no SNC de
mamiferos tém sido descritos, especialmente os peptideos (Mortari et al., 2007a). Ditos
compostos podem ser Uteis em pesquisas na area de neurociéncias com o intuito de
melhorar a compreensdo dos eventos relacionados as transmissdes sinapticas e
proporcionar a busca por novos farmacos para o tratamento de disturbios neurol6gicos,
como a Epilepsia (Mortari et al., 2007b). Adicionalmente, estes peptideos também
servem como base para a sintese de novos peptideos bioinspirados com modificacdes
gue os tornem mais eficazes, afim de melhorar as propriedades farmacolégicas dos

mesmos (Lee et al., 2009).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho é avaliar a atividade antiepiléptica do peptideo
nor-1202, um novo peptideo bioinspirado a partir da occidentalina-1202, em modelos
agudos e cronico de Epilepsia.

2.2. Objetivos Especificos

¢ Avaliar do efeito farmacoldgico do peptideo nor-1202 em modelos agudos de
crises epilépticas induzidas por acido cainico e pilocarpina, quando injetado via

intracerebroventricular.

e Verificar se 0 peptideo é capaz de proteger contra crises induzidas no modelo
agudo de pilocarpina quando injetado de forma sistémica (intraperitonial e

subcutanea).

o Definir as DEsp do peptideo para os dois convulsivantes, assim como determinar

a curva dose—resposta.

e Verificar o efeito antiepiléptico do peptideo no modelo crénico de ELT induzido
por pilocarpina, monitorando as crises recorrentes e espontaneas dos sujeitos

durante o periodo crénico.
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3. Material e Métodos

3.1 Peptideo

O peptideo nor-1202 foi sintetizado pela empresa AminoTech Pesquisa e
Desenvolvimento Ltda. (relatério de qualidade, Anexo), tendo como base a
occidentalina-1202 (Glu-GIn-Tyr-Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-NH2), com modificacdes na
sequéncia englobando a substituicAo das metioninas presentes no original por
norleucina (Glu-GIn-Tyr-Nle-Val-Ala-Phe-Trp-Nle-NH2).

A sequéncia de aminoacidos do peptideo sintetizado, sua massa monoisotdpica e 0
grau de pureza foram confirmados por Espectrometria de Massas e sequenciamento De
Novo, seguindo o método MALDI-TOF/TOF (dados ndo mostrados), com o auxilio do
técnico quimico Adolfo de Souza do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UnB.

Para a utilizacdo do peptideo nos ensaios experimentais, este foi solubilizado em

solucdo fisiologica 0,9% com adi¢édo de 10% de sulfoxido de dimetilo (DMSO).

3.2 Sujeitos Experimentais

Para avaliar a potencial atividade antiepiléptica do peptideo, camundongos Swiss
machos (Mus musculus) foram utilizados. A manipulagdo dos sujeitos experimentais
seguiu as normas estipuladas nos Principios Eticos na Experimentacdo Animal, o
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e a Lei Arouca
(Lei 11.794/2008). O projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso Animal do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (CEUA/IB) da Universidade de Brasilia — UnB e deferido,
protocolo 17/2017 (Anexo B). Os grupos de animais do modelo crénico de ELT por
pilocarpina foram usados em colobaracdo com outro projeto do Laboratorio de
Neurofarmacologia da UnB, projeto este que também foi submetido ao CEUA/IB.

Os camundongos pesando entre 18 a 30 g foram adquiridos do Biotério do Instituto
de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia, acondicionados em caixas de
polipropileno (41 x 34 x 16 cm — comprimento x largura x altura), mantidos em estufas
com ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura (25°C) e umidade (55%)
controladas. Durante todo o periodo de experimento foram oferecidas agua e racao

especifica para camundongos ad libitum.
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3.3 Procedimento cirargico de implantagdo da canula-guia

Para a administragdo i.c.v. nos camundongos, foi realizado um procedimento
estereotéxico para implantacdo de uma canula guia no ventriculo lateral cerebral (VL)
direito. Os sujeitos experimentais foram anestesiados com solugéo de cloridrato de
guetamina (75 mg/kg i.p.; Ceva) e cloridrato de xilazina (15 mg/kg i.p.; Ceva) diluidas
em solucdo fisiologica e, entdo foram afixados em um estereotaxico (Insight
Equipamentos®) e uma assepsia com iodopolividona 10% (Vic Pharma®) foi realizada.
Os sujeitos receberam injecdo local subcutdnea de cloridrato lidocaina com
hemitartarato de norepinefrina (30 mg/ml com 0,04 mg/ml; Dentsply Pharmaceutical). O
cranio foi exposto para a implantacdo da canula guia no VL seguindo as medidas
estereotaxicas: AP: —0,2 mm; ML:—1,0 mm; DV:=2,3 mm, tendo como base a linha do
bregma, de acordo com o Atlas de Paxinos & Franklin (2001). No lado contralateral a
canula foi fixado um parafuso de ago inoxidavel para garantir equilibrio com a canula e
uma maior aderéncia da resina acrilica (Dentbras®) polimerizada com liquido acrilico
(Dentbras®) (Figura 2). A canula é constituida por um segmento de 10 mm agulha
hipodérmica BD 0,70 x 25 (22G) e foi selada com um fio de ago inoxidavel evitando sua
obstrucdo. Para auxiliar a cicatriza¢do e impedir infec¢des foi administrada uma pomada
tépica de sulfato de neomicina e bacitracina (5 mg/g e 250 Ul/g; Medley) ao redor da
resina logo apos o término da fixacdo da canula. Os camundongos ficaram em
observacao até se recuperaram da anestesia, e foram levados de volta ao biotério. Apos

5-7 dias de recuperacdo poés-procedimento estereotaxico, os camundongos foram

submetidos aos protocolos experimentais.
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Figura 2. Implantacdo de canula guia no ventriculo lateral direito. (A) Cranio exposto mostrando
marcacao do Bregma (seta). (B) Camundongo apds o procedimento completo com canula guia

e parafuso de apoio implantados.

3.4 Modelos agudos de inducéo de crises epilépticas

Utilizando o modelo de inducdo aguda de crises epilépticas por um composto
guimico, primeiramente se injeta no animal o composto estudado, no caso o peptideo
nor-1202, e ap6s um periodo, o indutor das crises. Para analisar a atividade
antiepiléptica, foram utilizados 0 modelo de inducdo de crises epilépticas por acido
cainico (1,25 ug/animal i.c.v.; Sigma-Aldrich®) e pilocarpina (250 mg/kg i.p., Sigma-
Aldrich®).

3.4.1 Inducéo de crises por acido cainico

Neste modelo, os animais foram infundidos por meio da cénula-guia utilizando
uma bomba de infusdo (BI-2008, AVS Projetos) acoplada a uma microseringa (Gastight
10 uL, Modelo 1701 N SYR, Hamilton®) com taxa de 1 pL/min, com as doses do
peptideo (6; 3 e 0,3 pg/animal) via i.c.v. e, ap6s 15 minutos foi feita a infuséo i.c.v. do
acido cainico. Os animais do grupo controle negativo foram infundidos i.c.v. com solucao
fisiolégica 0,9% e adicdo de 10% DMSO (1 uL), e no grupo controle positivo os animais
foram tratados com o antiepiléptico Diazepam (DZP) (Compaz®; 4 mg/kg, Cristalia) 30
minutos antes do convulsivante. Apés a infusdo do &cido cainico os animais foram
colocados na arena de acrilico e tiveram seus comportamentos registrados em video
por 30 minutos. Primeiro foram feitos os testes com a dose de 3 pg/animal, e a partir
dos resultados obtidos foram escolhidas as outras duas doses (6 e 0,3 pg/animal).
Os animais submetidos aos ensaios de inducdo aguda de crise epiléptica por
acido cainico foram divididos nos seguintes grupos independentes:
e Grupo veiculo (controle negativo): Animais nos quais foi administrada uma
dose de solugéo fisiolégica 0,9% (1 uL; i.c.v) com adi¢do de 10% de DMSO,
e apo6s 15 minutos foram submetidos a infusé@o de &cido cainico (n= 6).

e Grupo DZP (controle positivo): Animais que receberam um tratamento prévio
com diazepam (Compaz®; 4 mg/kg, i.p) 30 minutos antes da administragédo
de acido cainico (n= 6).

e Grupo nor-1202: Animais que receberam uma das trés doses independentes

do peptideo [6 (n=7); 3 (n=8) ou 0,3 (n=8) pg/animal i.c.v.] solubilizado em
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solucéo fisiologica 0,9% com adicdo de 10% DMSO e apds 15 minutos

receberam a administracao do &cido cainico.

3.4.2 Inducéo de crises por pilocarpina

No modelo de inducdo quimica por pilocarpina 15 minutos antes da
administracdo do peptideo, os animais receberam uma injecdo i.p. do antagonista
colinérgico metil-escopolamina (4 mg/kg; Boehringer Ingelheim) afim de prevenir os
efeitos periféricos do composto epiléptico e reduzir a mortalidade dos animais (Clifford
et al., 1987).

Para os testes com as doses do peptideo injetadas via i.c.v. (grupos
independentes) (6; 3 ou 0,3 pg/animal), foi feita administragdo por meio de uma bomba
de infusdo (BI-2008, AVS Projetos) acoplada a uma microseringa (Gastight 10 L,
Modelo 1701 N SYR, Hamilton®) com taxa de infusdo de 1 yL/min. Apés 15 minutos da
injecdo do peptideo, a pilocarpina foi injetada via i.p. Nos animais do grupo controle
negativo, foi injetada uma dose i.c.v. de solugéo fisiologica 0,9% (1uL) com adi¢éo de
10% DMSO, e a pilocarpina 15 minutos depois. No grupo controle positivo 0os animais
foram tratados com o DZP, 30 minutos antes do convulsivante.

Nos ensaios para verificar a atividade antiepiléptica do peptideo quando injetado
de maneira sistémica, foram testadas duas vias de administracdo, sendo elas, a via
subcutadnea e a intraperitoneal. Para a via subcutdnea foram testadas duas
concentracdes do peptideo, 8 e 4 mg/kg, e para a via i.p. foi testada a concentracédo de
8 mg/kg, injetadas nos animais 30 minutos antes da administragéo da pilocarpina. Os
camundongos foram submetidos ao mesmo procedimento de inje¢cdo prévia de metil-
escopolamina (4 mg/kg). Nestes experimentos 0 grupo controle positivo com tratamento
de DZP também foi utilizado e o grupo salina foi feito com injecéo de 100 uL de solugéo
fisiol6gica 0,9%, injetada via i.p. ou subcutanea.

Seguindo a administracéo da pilocarpina, os camundongos foram colocados em
uma arena de acrilico tendo seus comportamentos filmados por 30 minutos.

Os animais submetidos aos ensaios de inducdo aguda de crise epiléptica por
pilocarpina foram divididos nos seguintes grupos independentes:

e Grupo veiculo (controle negativo): Animais nos quais foi administrado solucédo
fisiolégica 0,9% (1 yL) com adicdo de 10% de DMSO e apds 15 minutos foram
submetidos a administracdo da pilocarpina, para 0os ensaios via i.c.v. (n=9). Nos
ensaios via subcutanea (n=7) e i.p. (n=7) os animais foram administrados com 100

ML de solucéo salina e ap6s 30 minutos administrados com pilocarpina.
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o Grupo Diazepam (DZP) (controle positivo): Animais que receberam um tratamento
prévio com diazepam (Compaz®; 4 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administracéo
de pilocarpina (n= 8). Foi utilizado o0 mesmo grupo DZP para todos os ensaios
agudos de pilocarpina (ic.v., i.p. e subcutaneo).

e Grupo nor-1202: Animais nos quais foi administrado uma das trés doses
independentes do peptideo [6 (n=10); 3 (n=9) ou 0,3 (n=8) ug/animal i.c.v.]
solubilizado em solucgéo fisiolégica 0,9% com adi¢cdo de 10% DMSO e apos 15
minutos foram submetidos a administracdo da pilocarpina, para os ensaios via i.c.v.
Nos ensaios via subcutanea [8 (n=9) ou 4 (n=8) mg/kg] e i.p. [8 mg/kg (n= 8)] os
animais foram administrados com as concentracdes do nor-1202 e apés 30 minutos

administrados com pilocarpina.

3.4.3 Avaliacdo comportamental das crises epilépticas

Para a avaliacdo comportamental das crises epilépticas foi observada a
influéncia do peptideo na laténcia para o estabelecimento da primeira crise generalizada
(classe maxima) e a porcentagem de prote¢ao contra crises de classe maxima, além da
influéncia na laténcia e protecéao contra morte dos animais. Os 30 minutos de gravacao
foram analisados cronometrando quanto tempo 0s animais demoravam para ter o
primeiro evento de crise generalizada e quanto tempo demoravam para ir a 6bito.

As andlises foram feitas com base no indice de Racine (1972) modificado por
Shibley e Smith (2002) para o modelo de pilocarpina (Tabela 2) e no indice de Racine
(1971), modificado por Pinel & Rovner (1978) para o acido cainico (Tabela 3). Essas
classificagfes foram modificadas para se adequar aos comportamentos observados nos
protocolos experimentais deste trabalho. Apdés o término das analises dos
comportamentos foi feito o célculo da DEsy do peptideo no modelo de pilocarpina

utilizando os dados dos ensaios com as doses do peptideo infundidas via i.c.v.
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Tabela 2. Classificagé@o das crises limbicas induzidas por pilocarpina baseada no indice de
Racine (1972), modificado por Shibley e Smith (2002) (modificado).

Classe Comportamento do camundongo

le?2 Automatismos faciais, enrijecimento da cauda, tremores de duragdo de
poucos segundos, freezing precedendo os comportamentos anteriores

3 Crises tonico-clénicas pouco intensas marcadas por mioclonias unilaterais
dos membros e os demais comportamentos das classes 1 e 2

4 Crises mioclénicas bilaterais dos membros podendo ter elevacdes e
manifestacdes da classe 3

5 Crises mioclénicas bilaterais dos membros anteriores e posteriores com
perda transitéria do controle postural (Crise generalizada)

Tabela 3. Classificacéo de crises epilépticas, segundo o indice de Racine (1971), modificado
por Pinel & Rovner (1978) (modificado).

Classe Comportamento do camundongo

le2 Movimentos orofaciais e mioclonia de cabeca

3 Mioclonia das patas anteriores

4eb5 Elevacéo e queda

6 Todos os anteriores em sequéncia

7 Vocalizagbes, rolamentos e pulos violentos repetidos, além de um

periodo de hipertonia
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3.5 Modelo Cronico de ELT

Apo6s o término de todos os ensaios de indug¢do aguda de crise epiléptica e do calculo
de sua DEsp para os convulsivantes, o peptideo foi testado no modelo crénico de ELT
com crises espontaneas e recorrentes pés SE induzido quimicamente por pilocarpina.
Este modelo é subdividido em 3 fases: fase aguda, onde ocorre o insulto inicial (SE);
fase silenciosa, onde ocorre a epileptogénese (processo onde ocorrem mudancas
estruturais e funcionais no cérebro normal); e fase cronica, onde o animal apresenta

crises esponténeas e recorrentes (Figura 3).

Periodo Latente
)
[ )
Insulto Inicial ﬂ Periodo Cronico
Procedimento estereotaxico para
ﬂ implantagao da canula-guia no VL B

Butilbrometo de Escopolamina didrio com o peptideo ou
‘ 15-20 min veiculo e monitoramento

. . . por video
Cloridrato de Pilocarpina

‘1 80 min apos SE

\ [ Tratamento subcronico

Tiopental sodico

+
\Sulfatc de Atropina /

Figura 3. Desenho esquematico ilustrando as fases do protocolo experimental de modelo crénico
de Epilepsia do Lobo Temporal induzido quimicamente por pilocarpina.

3.5.1 Inducdo de Status Epilepticus

Primeiramente, os camundongos receberam uma dose de metil-escopolamina (4
mg/kg, i.p.), para reduzir os efeitos sistémicos da pilocarpina. Apos 20 min foi
administrada sistemicamente a pilocarpina (210 mg/kg, i.p.) solubilizada em solucdo
fisiolégica, dose utilizada para induzir o SE e manter uma alta taxa de sobrevivéncia
estabelecida previamente (Dos Anjos, 2017). Os animais ficaram em observacéo, tendo
seus comportamentos monitorados e em alguns minutos, eles passaram a apresentar
respostas que progridem para o quadro de SE (corresponde a fase aguda, na qual o
animal tratado com pilocarpina comeca a apresentar crise de classe 5 ininterrupta, com

duracdo maior ou igual a 30 minutos ou crises repetidas de duracdo menor, sem
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recuperacao da consciéncia entre as crises) (Scott, 2014; Cross, 2014). A avaliacdo
comportamental para o estabelecimento do SE foi baseada no mesmo indice utilizado
no modelo agudo de inducgéo de crises com pilocarpina (Tabela 2).

Os animais foram mantidos por 180 minutos neste estado, e apés este tempo foi
feita a administracao de tiopental sédico (50 mg/kg, i.p.) para que os animais fossem
resgatados das crises ininterruptas que caracterizam o SE, e a administragéo de sulfato
de atropina (0,1 mg/animal, i.p.; Hypofarma). Os camundongos foram monitorados
durante as 24 horas seguintes, hidratados com soro glicosado 5% (100 uL) e
alimentados por uma sonda.

Apbés esse periodo agudo, os camundongos que sobreviverem foram
submetidos, no 10° dia ap6s o SE (periodo latente), a um procedimento estereotaxico
para implantacdo da cénula-guia no ventriculo lateral direito seguindo o mesmo

protocolo dos ensaios do modelo agudo.

3.5.2. Tratamento e monitoramento das CRE

A partir do 15° dia ap6s o SE, os camundongos entram na fase cronica do modelo
(Fernandes, 2013). Nesse momento, foram tratados diariamente contra as CRE durante
0s cinco primeiros dias do periodo cronico do modelo. A DEsy do peptideo calculada
para o convulsivante pilocarpina (0,8722 pg/animal) ou o veiculo (solucao fisiol6gica
0,9%), ambos com adi¢do de 10% de DMSO, foram administrados por via i.c.v. (grupos
independentes) por meio de uma bomba de infusdo (BI-2008, AVS Projetos) acoplada
a uma microseringa (Gastight 10 uL, Modelo 1701 N SYR, Hamilton®) com taxa de
infusdo de 1 yL/min (Figura 4). O farmaco DZP foi administrado via i.p. nos animais que

compdem o grupo controle positivo.
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Figura 4. Camundongo recebendo o tratamento com o peptideo nor-1202 durante a fase cronica
do modelo de Epilepsia do Lobo Temporal, via intracerebroventricular por meio de uma
microseringa acoplada a bomba de infuséo.

ApOs os tratamentos os animais eram levados de volta ao biotério onde foi feito
0 monitoramento das CRE, todos os cinco dias as 9h. Um aparato com uma camera
gravadora de video digital (Sony DCR-SR47) foi instalada acima da caixa dos
camundongos, e registrou os comportamentos durante 10 h diariamente (Figura 5). Os
camundongos continuaram recebendo racao e agua ad libitum durante todo o periodo
cronico do modelo. O dorso dos animais foi pintado para possivel identificacdo

individual.
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Figura 5. Camundongos ap0s tratamento na fase crénica do modelo de ELT por pilocarpina
tendo seus comportamentos registrados via video durante 10h por dia para observacdo das
crises recorrentes e espontaneas.

3.5.3. Quantificacdo das CRE

ApOs os cinco dias que foram estabelecidos de fase cronica, foi feita a andlise
dos comportamentos filmados e quantificacdo das crises, utilizando o mesmo indice
para o modelo agudo de pilocarpina. Isto foi feito seguindo método de andlise cega, no
gual quem analisou os videos dos camundongos n&o tinha conhecimento sobre o que
foi administrado em cada sujeito durante o tratamento. Anteriormente, foi feito um indice
de concordéancia entre as analises de todos os pesquisadores que quantificaram as
crises nos videos, a fim de obter analises mais semelhantes possiveis. Foi contabilizado
0 tempo total em segundos que 0s sujeitos experimentais ficaram em crises e a
guantidade de CRE durante as 10 h de gravacao diarias. Esta analise temporal foi divida
em duas fases: a fase imediata, que corresponde as cinco primeiras horas ap6s o
tratamento, e a tardia, fase que corresponde das cinco as dez horas posteriores ao

tratamento.
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3.5.4. Grupos experimentais

Os animais submetidos ao protocolo do modelo cronico de ELT foram divididos

nos seguintes grupos independentes:

o Grupo sadio (n=5): animais que nado foram submetidos ao SE, e durante a
fase crbnica foram tratados com solucao fisioldgica 0,9% (1 uL; i.c.v) com
adicao de 10% de DMSO.

e Grupo epiléptico (n=5): animais submetidos ao SE, e tratados com solucéo
fisiolégica 0,9% (1 pL; i.c.v) com adicdo de 10% DMSO. Este grupo
representa os animais doentes, o grupo controle negativo.

e Grupo nor-1202 (n=7): animais submetidos ao SE e que foram tratados com
a DEsp estabelecida para o peptideo (0,8722 pg/animal) via i.c.v. solubilizada

em em solucao fisiologica 0,9% com adigdo de 10% DMSO.

3.6  Analise do posicionamento da canula

ApoOs cada bioensaio, os camundongos foram eutanasiados e seus tecidos
cerebrais foram infundidos via i.c.v.com o corante azul de metileno, a fim de verificar
macroscopicamente o posicionamento da cénula. No caso da cénula de ter sido
implantada no local correto, o corante se espalha por todo o ventriculo lateral cerebral

e, assim, esse animal pode ser considerado nas analises estatisticas.

3.7 Andlises Estatisticas

A analise estatistica dos dados obtidos foi feita utilizando-se o software
GraphPad Prism® 7.0 (San Diego, CA, USA). Os dados foram submetidos a analise de
distribuicdo normal (Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e D’Agostino & Pearson). Foi
utilizado a analise de variancia (ANOVA) de uma via para verificar a significancia dos
tempos de laténcia para o inicio das crises méaximas induzidas pelos agentes
convulsivantes propostos, para a laténcia de morte dos animais, e para a duracéo das
crises no modelo agudo. Para analise da significancia dos resultados obtidos que ndo
passaram nos testes de normalidades, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. Para analise

da porcentagem de protecao contra crises induzidas e protec&o contra morte foi utilizado
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o teste do Qui-quadrado seguido pelo pos-teste exato de Fisher. Os valores de DEsg

foram calculados por regresséao nao-linear sigmoidal.
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4. Resultados

4.1 Anélise da posicao das canulas guias

Apenas os resultados dos animais que apresentaram a canula guia inserida

corretamente no VL (Figura 6) foram utilizados nas andlises estatisticas.

rw

Figura 6. Exemplo de tecido cerebral com o ventriculo lateral direito completamente infundido
pelo corante azul de metileno indicando um correto posicionamento da cnula guia.

4.2 Modelo agudo de crises induzido por acido cainico

4.2.1 Protecdo contracrise maxima

Os dados de protecdo contra a crise maxima (classe 7) induzidas por acido
cainico foram submetidos ao teste do Qui-quadrado seguido pelo pos-teste Fisher
(Figura 7). O grupo veiculo infundido com solucdo salina i.c.v. ndo protegeu animais
contra crise maxima. O grupo controle positivo, tratado com DZP i.p. teve 100% de
protecdo, sendo estatisticamente diferente do grupo veiculo, p<0,01.

Os testes mostraram que as doses do peptideo nor-1202 injetadas via i.c.v. ndo
tiveram diferencas significativas de protecao contra a crise maxima em relacéo ao grupo
veiculo. A dose de 6 pg/animal protegeu 42,8% dos animais, a dose intermediaria de 3
pg/animal protegeu 37,5%, e 25% dos animais infundidos com a dose de 0,3 pg/animal

nao apresentaram a crise maxima durante os 30 minutos de experimento.
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100+

Protecao contra crise maxima (%)

Figura 7. Porcentagem de protecédo do peptideo nor-1202 infudido viai.c.v. contra crise epiléptica
de classe 7 induzida por &cido cainico i.c.v. Todos os dados foram submetidos ao teste do Qui-
quadrado seguido pelo pds-teste Fisher.

(**) Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo veiculo (controle negativo)
p<0,01.

(#) Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo DZP (controle positivo), p<0,05.

4.2.2 Laténcia para primeira crise maxima

Os valores de laténcia para o inicio das crises de classe 7 no modelo agudo de
acido cainico, foram submetidos ao teste ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de
Tukey, considerando-se p<0,05 [F(4,29)= 1,818] (Figura 8).

Como citado anteriormente, o grupo DZP ndo apresentou crises da classe 7,
sendo assim, as laténcias para este grupo foram consideradas 1800 segundos, tempo
total que os animais ficaram em gravacao. E, assim, entre o grupo DZP e o grupo veiculo
houve diferenca significativa, p<0,05.

As laténcias das doses do peptideo ndo se mostraram diferentes
estatisticamente do grupo veiculo, e também nao foram diferentes entre si. A menor

dose de 0,3 pg/animal foi significativamente diferente do grupo DZP, p<0,05.
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Figura 8. Laténcia em segundos para a primeira crise epiléptica de classe 7 no modelo de acido
cainico. Para os animais que ndo apresentaram crise maxima foi considerada uma laténcia de
1800 segundos, indicando que durante todo o periodo de gravagéo esse animais nao tiveram o
comportamento. ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey, p<0,05 e F(4,29)= 1,818.
(*) Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo veiculo (controle negativo)
p<0,05.

(#) Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo DZP (controle positivo), p<0,05.

4.2.3. Porcentagem de sobrevivéncia dos animais

Os dados de porcentagem de sobrevivéncia dos camundongos apos a inducéo
das crises agudas por acido cainico foram submetidos ao teste do Qui-quadrado
seguido pelo pés-teste Fisher (Figura 9). Os animais do grupo controle positivo, tratados
com DZP i.p. tiveram 100% de sobrevivéncia apos os 30 minutos de gravagéo, e 0 grupo
veiculo 0%.

A maior dose (6 pg/animal) avaliada do peptideo protegeu 71,72% do grupo
contra morte, e a dose de 3 pg/animal protegeu 62,5%. As duas doses foram
significativamente diferentes do grupo veiculo, p<0,05. No grupo tratado com a dose de

0,3 pg/animal, 50% dos animais sobreviveram apds a indugao das crises.
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Figura 9. Porcentagem de sobrevivéncia dos animais apés inducdo aguda de crises por acido
cainico. Dados submetidos ao teste do Qui-quadrado seguido pelo pés-teste Fisher.
(*) e (**) Diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo veiculo (controle

negativo) p<0,05 e p<0,01 respectivamente.

4.2.4 Laténcia para amorte

Os valores de laténcia para a morte dos animais no modelo agudo de acido
cainico, foram submetidos ao teste ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey,
considerando-se p<0,05 [F(4,29)= 1,296] (Figura 10).

As laténcias para morte no grupo DZP foram consideradas também 1800
segundos, pois 0s animais ndo morreram durante os 30 min de gravagao. Este, foi
diferente estatisticamente do grupo veiculo, p<0,001.

As trés doses avaliadas via i.c.v. do peptideo tiveram suas laténcias para a morte
significativamente maiores do que o grupo veiculo (p<0,01 para as doses de 3 e 0,3

pg/animal, e p<0,001 para a maior dose de 6 pg/animal).
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Figura 10. Laténcia em segundos para a morte dos animais apés inducéo de crises por acido
cainico. Para os animais que ndo morreram foi considerada uma laténcia de 1800 segundos,
indicando que os animais sobreviveram durante toda a gravagdo. ANOVA de uma via seguida
pelo pés-teste de Tukey, p<0,05 e F(4,29)=1,296.

(**) e (***) Diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo veiculo (controle

negativo) p<0,01 e p<0,001 respectivamente.

4.3 Modelo agudo de inducéo de crises por pilocarpina

4.3.1 Protecdo contra crise maxima

Os dados de protecdo contra a crise maxima (classe 5) induzidas por pilocarpina
foram submetidos ao teste do Qui-quadrado seguido pelo pés-teste Fisher (Figura 11).
O grupo controle positivo, tratado com DZP i.p. teve 100% de protecao contra a crise 5.

Em relac@o a infusdo i.c.v., o peptideo nor-1202 em sua maior dose avaliada
i.c.v. (6 pg/animal) protegeu 80% dos animais contra a crise epiléptica maxima, sendo
estatistificamente significativa em relacdo ao grupo veiculo (p<0,01). Na dose de 3
Mg/animal, 55,5% dos animais ndo tiveram a crise maxima (p<0,05). A dose de 0,3
pg/animal protegeu 25% dos animais (Figura 11A).

As concentracdes do peptideo nor-1202 injetadas por via subcutanea 8 e 4
mg/kg, protegeram 22,22 e 12,5% dos animais contra crise maxima, respectivamente.
E nado foram significativamente diferentes do grupo veiculo, contudo, foram

estatisticamente diferentes do grupo tratado com DZP, p<0,01 (Figura 11B).
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No grupo veiculo dos ensaios com administracéo i.p. 14,28% dos animais nao
apresentaram a crise maxima. A concentracdo de 8 mg/kg do peptideo nor-1202 néo
protegeu animais da crise 5, e assim, néo foi significativamente diferente do grupo
veiculo, mas sim do grupo DZP, p<0,001 (Figura 11C).
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Figura 11. Porcentagem de prote¢cdo do peptideo nor-1202 contra crise epiléptica de classe 5 induzida por
pilocarpina. Todos os dados foram submetidos ao teste do Qui-quadrado seguido pelo pés-teste Fisher. (A)
nor-1202 infundido via i.c.v. (B) nor-1202 injetado via subcutanea. (C) nor-1202 injetado via i.p.

*), (**) e (***) Diferencgas estatisticamente significativas em relacéo ao grupo veiculo (controle negativo) p<0,05,
p<0,01 e p<0,001 respectivamente.

(##) e (###) Diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo DZP (controle positivo), p<0,01 e
p<0,001 respectivamente.
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4.3.2 Laténcia para primeira crise maxima

Os dados de laténcia para a primeira crise maxima de classe 5 nos ensaios com
infusdo via i.c.v. foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de
Dunn [K= 22,98] (Figura 12A). Foi verificada diferenca significativa entre o grupo veiculo
e o grupo tratado com DZP (p<0,01). Em relagcéo ao peptideo nor-1202, sua maior dose
de 6 pg/animal se mostrou significativamente diferente ao grupo veiculo (p<0,01). A
dose de 6 pg/animal se mostrou significante estatisticamente da menor dose 0,3
Mg/animal (p<0,05).

Quando administrado pela via subcutanea o peptideo ndo mostrou diferencas
significativas na laténcia para primeira crise méxima em relacdo ao grupo veiculo em
nenhuma das duas concentragfes avaliadas, 8 e 4 mg/kg. Ambas as concentragdes se
mostraram estatisticamente diferentes apenas do grupo DZP, p<0,01. Dados
submetidos ao teste ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey, notando-se
p<0,05, [F(3,28)= 2,942] (Figura 12B).

Os valores de laténcia para o inicio das crises de classe 5 com administracéo via
i.p. foram submetidos ao teste ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey
[F(2,19)= 3,943]. A concentracao do peptideo 8 mg/kg ndo aumentou as laténcias para
as crises em relagdo ao grupo veiculo, sendo diferente estatisticamente do grupo DZP,
p<0,0001 (Figura 12C).
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Figura 12. Laténcia em segundos para a primeira crise epiléptica de classe 5. Para os animais que
ndo apresentaram crise maxima foi considerada uma laténcia de 1800 segundos, indicando que
durante todo o periodo de gravacdo esse animais nao tiveram o comportamento. (A) nor-1202
infundido via i.c.v. Kruskal-Wallis seguido do pd4s-teste de Dunn, p<0,05 [K= 22,98]. (B) nor-1202
injetado via subcutanea, ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey, p<0,05 F(3,28)=
2,942. (C) nor-1202 injetado via i.p. ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey, p<0,05
F(2,19)= 3,943.

(**) e (****) Diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao grupo veiculo (controle negativo)
p<0,01 e p<0,0001 respectivamente.

(##) e (##H##) Diferencas estatisticamente significativas em relagéo ao grupo DZP (controle positivo),
p<0,01 e p<0,0001 respectivamente.

(&) Diferencgas estatisticamente significativas em relacdo a dose de 0,3 pg/animal, p<0,05.

4.3.3. Porcentagem de sobrevivéncia dos animais

Os dados de porcentagem de sobrevivéncia dos camundongos apos a indugao
das crises agudas por pilocarpina foram submetidos ao teste do Qui-quadrado seguido
pelo pés-teste Fisher (Figura 13). Os animais do grupo controle positivo, tratados com
DZP i.p. tiveram 100% de sobrevivéncia apés os 30 minutos de gravacao.

Quanto a sobrevivéncia dos animais apoés infusdo i.c.v., 12,5% dos pertencentes
ao grupo veiculo sobreviveram apés os 30 minutos, havendo diferenca significativa entre
este e o grupo DZP, p<0,05. O grupo que foi submetido a infusao ic.v. do peptideo na
dose de 6 pg/animal teve uma porcentagem de sobrevivéncia de 90%, mostrando
diferenga significativa em relagdo ao grupo veiculo, p<0,01, e a dose de 0,3 pg/animal,
p< 0,05. A dose de 3 ug/animal protegeu 77% dos animais da morte, e foi
estatisticamente diferente do grupo veiculo, p<0,05. J& a menor dose avaliada 0,3
pg/animal protegeu 25% dos animais, e foi diferente do grupo DZP (p<0,05) (Figura
13A).

Em relagdo a administragdo subcutdnea o grupo veiculo mostrou uma
sobrevivéncia de 75%, ndo sendo estatisticamente diferente do grupo controle positivo.
As concentracBes do peptideo quando injetadas via subcutdnea ndo mostraram uma
diferenca significativa em relagéo ao veiculo. A concentragdo de 8 mg/kg mostrou uma
porcentagem de sobrevivéncia de 44,44%, sendo diferente estatisticamente do grupo
DZP, p<0,05. A concentracdo de 4 mg/kg protegeu 50% dos animais contra morte
(Figura 13B).

Os dados de sobrevivéncia dos animais quando injetados via i.p. ndo mostraram

diferencas significativas entre os grupos. O grupo veiculo quando injetado com solucdo
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salina i.p. mostrou uma sobrevivéncia de 42,8% e a concentracao do peptideo nor-1202
de 8 mg/kg protegeu 62,5 animais (Figura 13C).
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Figura 13. Porcentagem de sobrevivéncia dos animais ap6s indugédo aguda de crises por pilocarpina.
Dados submetidos ao teste do Qui-quadrado seguido pelo pés-teste Fisher.

(*) e (**) Diferencas estatisticamente significativas em relacao ao grupo veiculo (controle negativo) p<0,05
e p<0,01 respectivamente.

(#) Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo DZP (controle positivo), p<0,05.

(&) Diferencga estatisticamente significativa em relagéo a dose de 0,3 pg/animal, p<0,05.
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4.3.4. Laténcia para morte

Os valores de laténcia para a morte dos animais apds a injecao de pilocarpina,
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, sendo
considerado p<0,05.

Nos ensaios com infuséo i.c.v. houve diferenca significativa entre o grupo DZP e
0 grupo veiculo (p<0,01). O peptideo nor-1202 quando administrado via i.c.v. mostrou
diferencas estatisticas com relacdo ao grupo veiculo nas doses de 6 e 3 ug/animal,
p<0,01 e p<0,05, respectivamente [K=20,83] (Figura 14A).

Em relacdo as administracbes do peptideo pelas vias subcutadnea [K=7,188] e
i.p. [K=5,216], os testes ndo revelaram diferencas estatisticamente significativas entre

0s grupos avaliados na laténcia para a morte dos animais (Figuras 14B e 14C).

A) 1.C.V.
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Figura 14. Laténcia em segundos para a morte dos animais apés inducdo de crises por
pilocarpina. Para os animais que ndo morreram foi considerada uma laténcia de 1800 segundos,

indicando que os animais sobreviveram durante toda a gravacdo. Dados submetidos ao teste
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Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, p<0,05. (A) Infusdo via i.c.v. [K= 20,83]. (B)
Administracao via subcutanea [K=7,188]. (C) Administracao via i.p. [K=5,216].
(*) e (**) Diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo veiculo (controle

negativo) p<0,05 e p<0,01 respectivamente.

4.4, Calculo da DEsg

Como o peptideo nor-1202 ndo mostrou atividade antiepiléptica no modelo agudo
induzido por acido cainico, ndo foi calculada a DEs para este convulsivante.

O célculo da DEsp do peptideo nor-1202 para o modelo agudo de pilocarpina, foi
feito utilizando regressao néo-linear sigmoidal e utilizando os dados de porcentagem de
sobrevivéncia dos animais ap0s a inducao quimica das crises epilépticas.

A DEs calculada foi de 0,8722 pg/animal e o intervalo de confianga foi de 0,3066
— 2,481 pg/animal (R2 = 0,9978), para a pilocarpina (Figura 15).
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Figura 15. Curva de porcentagem de sobrevivéncia dos animais ap6s indugdo de crises epilépticas por

pilocarpina (R2= 0,9978). Regressao nao-linear sigmoidal.
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4.5. Avaliacéo da atividade antiepiléptica no modelo de ELT

4.5.1. Tempo de CRE

Os dados obtidos quanto ao tempo total em segundos de CREs que 0s
camundongos apresentaram durante os cinco dias de tratamento da fase cronica estédo
representados na Figura 16. Os valores foram submetidos ao teste ANOVA de uma via
seguida pelo pés-teste de Tukey [F(2,14) = 4,501; p<0,05]. Quanto ao tempo total de
CREs, diferenca significativa foi obtida entre o grupo epiléptico e o grupo sadio (p<0,05).
O grupo tratado com o peptideo nor-1202 ndo mostrou diferencas em relacdo ao tempo
gque 0s animais permaneceram em crises, nem em relacdo ao grupo sadio, hem ao

grupo epiléptico.
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Figura 16. Tempo em segundos da somatéria das CREs durante o periodo crénico. Dados
submetidos ao teste ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey [F(2,14) = 4,501;

p<0,05]. (*) Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo sadio (p<0,05).

Na figura 17 esta ilustrado o tempo em segundos de CREs apresentado pelos
animais, em cada um dos dias do periodo crénico. Houveram diferengas estatisticas
entre 0 grupo sadio e o grupo epiléptico nos dias 2 (p<0,01), 3 (p<0,05) e 4 (p<0,05).
N&o foram observadas diferencas significativas entre o grupo tratado com o peptideo

nor-1202 em relagéo aos grupos sadio e epiléptico em nenhum dos dias de tratamento.
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Figura 17. Tempo (segundos) de CREs em cada dia do periodo crbénico apés tratamento. (A) Dia 1. (B) Dia 2.
(C) Dia 3. (D) Dia 4. (E) Dia 5. Dados submetidos ao teste Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, p<0,05.

(*) e (**) Diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao grupo sadio, p<0,05 e p<0,01 respectivamente.

A fim de se verificar se o peptideo estaria sendo eliminado pelo organismo antes
do fim das 10 horas de filmagem diarias e de uma melhor avaliagéo do efeito do peptido,
foi feita a analise do tempo em segundos das CREs divido em duas fases: fase imediata
(cinco primeiras horas pdés tratamento) e fase tardia (cinco ultimas horas de filmagem)
(Figura 18). O grupo tratado com o peptideo ndo demonstrou diferengas
estatisticamente significativas sobre o tempo de CREs dos animais nas fases imediata

e tardia em nenhum dos dias de tratamento em relacao aos grupos sadio e epiléptico.
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Figura 18. Duracdo das CREs (segundos) em cada fase de todo o periodo crbénico. Fase imediata:
primeiras cinco horas apds o tratamento. Fase tardia: cinco horas restantes de observacao. (A) Dia 1
fase imediata, Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, p<0,05. (B) Dia 1 fase tardia, Kruskal-
Walllis seguido do pés-teste de Dunn, p<0,05. (C) Dia 2 fase imediata, ANOVA de uma via seguida pelo
pos-teste de Tukey [F(2,14) = 2,657; p<0,05]. (D) Dia 2 fase tardia, Kruskal-Wallis seguido do pos-
teste de Dunn, p<0,05. (E) Dia 3 imediata, ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey [F(2,14)
= 2,066; p<0,05]. (F) Dia tardia, ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey [F(2,14) = 7,998;
p<0,05]. (G) Dia 4 imediata, Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn, p<0,05. (H) Dia 4 tardia,
Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, p<0,05. (I) Dia 5 imediata, ANOVA de uma via seguida
pelo pés-teste de Tukey [F(2,14) = 1,541, p<0,05]. (J) Dia 5 tardia, Kruskal-Wallis seguido do pés-teste
de Dunn, p<0,05.

(*) e (**) Diferencas estatisticamente significativas em relacéo ao grupo sadio, p<0,05 e p<0,01
respectivamente

45.2. Nimero de CRE

Os dados obtidos quanto ao numero total de CREs apresentadas pelos
camundongos durante os cinco dias do periodo crbénico foram submetidos ao teste de
Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn, sendo considerado p<0,05 (Figura 19).
Foram observadas diferencas significativas entre o grupo sadio e 0s grupos: epiléptico
e nor-1202, p<0,05.
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Figura 19. Numero total de CREs durante os cinco dias do periodo crdénico. Kruskal-Wallis
seguido do pés-teste de Dunn, sendo considerado p<0,05.

(*) Diferenca estatisticamente significativas em relagcéo ao grupo sadio, p<0,05.
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Na figura 20 estéo ilustrados os numeros de CRES que 0s grupos apresentaram
em cada um dos cinco dias de tratamento do periodo crénico do modelo. Valores
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis seguido do péds-teste de Dunn, sendo
considerado p<0,05. No primeiro dia de tratamento ndo houve diferenca do nimero de
CREs entre os grupos. No dia 2 de tratamento, foi observada diferenga entre o grupo
sadio e 0s grupos: epiléptico e tratados com o peptideo nor-1202 (p<0,05). No dia 3
houve diferenc¢a entre o grupo sadio e o grupo epiléptico, p<0,05, e nos dias 4 e 5 ndo
houveram diferencas significativas entre os grupos analisados.
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Figura 20. Numero de CREs em cada dia do periodo crénico apds tratamento. (A) Dia 1. (B) Dia 2. (C) Dia 3.
(D) Dia 4. (E) Dia 5. Dados submetidos ao teste Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunn, p<0,05.
(*) Diferenca estatisticamente significativas em relacdo ao grupo sadio, p<0,05.

Em relacdo a andlise das CREs dividida temporalmente nas duas fases, imediata
e tardia, o grupo sadio e o grupo epiléptico mostraram diferenca significativa apenas na
fase tardia do dia 3, p<0,05. O grupo tratado com o peptideo ndo mostrou diferenca
significativa quanto ao nimero de crises em relacdo ao grupo epiléptico em nenhuma
das fases durante os cinco dias (Figura 21), mostrando que ndo houve diminuicdo do

namero de CREs com a administracédo do peptideo nor-1202 independente de ser na
fase imediata ou tardia.

43

——
| —



Dia 1

Numero de CRE

Numero de CRE
2 g 3

Fase Imediata

Fase Tardia

Dia 2

Dia 2

Nimero de CRE
e v + 3 @
E

Numero de CRE
> i $

o o NG S
‘."h &Q\\ . &‘0 4_'5,6
4R <°
Fase Imediata Fase Tardia
Dia 3 Dia 3

Numero de CRE
e v & o

Numero de CRE
T2 & =

o O 2
o ‘a\\" & & @\\c ,\'\9
N Q\\ F : Q§ o
Fase Imediata Fase Tardia
Dia 4 Dis4
10- G 81 H
84 Il = 64
F 2 ¢
3 &)
2 3
° o T
5 <
: £
z Z 24
0-
R N \3
w&e ..q& S"Q
> R .§\, _“0‘
< s
Fase Imediata Fase Tardia
Dia 5
o 1 3y 1
= =
& &
&) O 24
2 =
£ £
H] -
5 S
z 4
0-
>
@&

Fase Imediata Fase Tardia

——
N
>

| —



Figura 21. Numero de CREs em cada fase de todo o periodo cronico. Fase imediata: primeiras cinco
horas ap6s o tratamento. Fase tardia: cinco horas restantes de observacao.

(A) Dia 1 fase imediata, ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey [F(2,14) = 1,740;
p<0,05]. (B) Dia 1 fase tardia, Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, p<0,05. (C) Dia 2 fase
imediata, Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, p<0,05. (D) Dia 2 fase tardia, ANOVA de uma
via seguida pelo pés-teste de Tukey [F(2,14) = 2,129; p<0,05]. (E) Dia 3 imediata, Kruskal-Wallis
seguido do pos-teste de Dunn, p<0,05. (F) Dia 3 tardia, Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn,
p<0,05. (G) ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey [F(2,14) = 2,016; p<0,05]. (H) Dia
4 tardia, ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey [F(2,14) = 1,164; p<0,05]. (I) Dia 5
imediata, Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn, p<0,05. (J) Dia 5 tardia, Kruskal-Wallis
seguido do pos-teste de Dunn, p<0,05.

(*) Diferenga estatisticamente significativa em relagéo ao grupo sadio, p<0,05.
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5. Discussao

No contexto de desenvolvimento de novos peptideos e potenciais farmacos
bioinspirados de compostos naturais, a atividade antiepiléptica do peptideo nor-1202 foi
avaliada em roedores, seguindo modelos agudos de inducdo quimica de crises e em
um modelo crénico de ELT. Mesmo modelos animais ndo representando a etiologia
completa e a grande complexidade da doenca em humanos, tém se mostrado Uteis para
o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Eles podem ser utilizados para
identificacdo de novos FAES, para se verificar a eficacia destes contra os diferentes tipos
de crises e Epilepsias, e se verificar se os novos farmacos trazem alguma vantagem em
relagdo aos ja existentes no mercado, levando em consideracdo o tratamento das
Epilepsias farmaco-resistentes. A maioria dos modelos animais utilizados para se
estudar Epilepsia sdo modelos de crises epilépticas e ndo modelos de Epilepsia. Os
modelos de crises epilépticas sdo modelos agudos, que ndo manifestam a condi¢ao
cronica da doenga com a ocorréncia da epileptogénese e o aparecimento de CREs
(Loscher, 2011).

A pilocarpina é um alcal6ide extraido da planta Pilocarpus jaborandi, e age no
SNC como um potente agonista colinérgico muscarinico, sendo capaz de induzir
alteracbes comportamentais e eletroencefalogréficas quando injetada sistemicamente
em roedores, dose e tempo dependentes. As crises séo relacionadas a um dano
cerebral (SE) que se inicia em estruturas do sistema limbico, principalmente na
formacéo hipocampal, e posteriormente se espalha por todo o encéfalo. Os neurdnios
piramidais da formacao hipocampal s&o muito sensiveis a neurotoxicidade causada pela
pilocarpina, levando a uma forte neurodegeneracéo (Turski et al., 1983). A inducéo do
SE parece depender da ativagéo de receptores muscarinicos do tipo M1, que causa um
desequilibrio entre a transmisséo excitatéria e inibitéria. A pilocarpina induz um aumento
nos niveis de glutamato no hipocampo apds o inicio das crises, e assim, estas se
mantém pela ativacéo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (Curia et al, 2008).

Para identificacdo da capacidade antiepiléptica do peptideo em questdo, a
pilocarpina foi utilizada no seu modelo agudo, para causar o desequilibrio entre as
cargas excitatorias e inibitérias cerebrais via ativacdo de receptores M1 e, assim, gerar
0os comportamentos de crises generalizadas nos camundongos. O farmaco DZP foi
escolhido para ser o grupo controle positivo do estudo, afinal sua via de administracao,
injetavel, o faz utilizavel, ao contrario de outros anticonvulsivantes administrados por via
oral. Sabe-se também que o DZP previne o desenvolvimento de comportamentos de

crises limbicas generalizadas por indugdo de pilocarpina (Turski et al., 1984). Neste
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estudo, o DZP foi capaz de proteger 100% dos animais contra as crises maximas de
classe 5 induzidas por pilocarpina e contra a morte.

Primeiro foram feitos ensaios com a infuséo i.c.v. do peptideo e veiculo, a fim de
se avaliar sua atividade antiepiléptica quando injetado diretamente no encéfalo, sem
influéncias de barreiras biol6gicas ou de processos de metabolizagdo. O peptideo nor-
1202 mostrou atividade contra crises induzidas por pilocarpina comparado ao grupo
veiculo (sem tratamento), tendo sua maior dose avaliada (6 pg/animal) protegendo 80%
dos camundongos contra a crise maxima e a dose intermediaria (3 pg/animal) 55,5%.
A menor dose (0,3 pg/animal) foi diferente significativamente apenas do grupo DZP, n&o
mostrando uma protecédo. A dose de 6 pg/animal, nos animais que apresentaram a crise
maxima, aumentou significativamente a laténcia para o estabelecimento desta crise. O
aumento da laténcia para crises generalizadas, € um parametro escolhido no trabalho
para a investigacdo de um possivel novo FAE, afinal os farmacos disponiveis para a
terapéutica que sao ineficazes no tratamento de Epilepsias farmaco-resistentes,
aumentam o tempo entre a ocorréncia de crises (Léscher et al., 2013).

A infusdo i.c.v. do peptideo, nas doses de 6 e 3 ug/animal também aumentou a
sobrevivéncia dos animais. No caso dos camundongos que morreram mesmo
infundidos com o peptideo, este aumentou significativamente a laténcia para a morte,
demonstrando que o peptideo foi capaz de prevenir os camundongos de uma morte
prematura, 0 que ocorreu no grupo controle negativo. Além do fato de que em todas as
doses testadas a porcentagem de sobrevivéncia dos animais ap0s a injecdo de
pilocarpina foi maior do que no grupo veiculo, no qual apenas 12,5% dos animais
sobreviveram aos 30 minutos de filmagem.

ApOs a atividade do nor-1202 contra crises agudas por inducé@o de pilocarpina
ser avaliada e confirmada, a proxima etapa do trabalho foi verificar se quando injetado
sistemicamente o peptideo também conseguiria proteger os sujeitos experimentais.
Existem obstaculos biolégicos para que um composto administrado de forma sistémica
consiga exercer sua atividade no SNC. Nos organismos estdo presentes diversas
barreiras biologicas, que dificultam a passagem e distribuicdo dessas substancias para
suas areas de atividade. A maior barreira para farmacos que agem no SNC ¢ a barreira
hematoencefalica, que o separa da circulagcdo sistémica, mantendo a homeostase e
protegendo-o de substancias potencialmente nocivas (Pasha & Gupta, 2010). A
passagem pela barreira hematoencefalica esta diretamente ligada ao uso terapéutico
de peptideos, sendo que a lipofilicidade do composto tem grande influéncia no grau em
gue este vai conseguir atravessar essa barreira (Banks & Kastin, 1985).

Para esta verificagcdo da atividade sistémica do peptideo foram utilizadas as vias

intraperitoneal e subcutanea. Os dados mostraram que o nor-1202 néo foi capaz de ter
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atividade antiepiléptica quando administrado sistemicamente, jA que em nenhuma das
duas vias de administracdo avaliadas as concetracdes do peptideo (8 e 4 mg/kg, s.c.;
8magl/kg, i.p.) foram capazes de proteger os camundongos contra as crises maximas
induzidas por pilocarpina. Sistemicamente, o peptideo ndo aumentou a sobrevivéncia
dos animais e ndo aumentou a laténcia para o estabelecimento das crises. Também néo
protegeu os animais da morte e nem aumentou a laténcia para a ocorréncia deste
evento.

Esses resultados sugerem que as alteragbes feitas na sequéncia de
aminoé&cidos do nor-1202 o tornaram incapaz de ter atividade no SNC, quando injetado
sistemicamente. Ja seus analogos, o peptideo sintetizado com a mesma sequéncia da
OcTx-1202 e a neurovespina, foram capazes de proteger camundongos contra crises
epilépticas induzidas por acido cainico quando injetados por via i.p. ha concentracdo de
4 mg/kg (Dos Anjos, 2013).A alteragdo na sequéncia do nor-1202 pode ter influenciado
na sua penetracdo pelas barreiras bioldgicas, ou também fazendo com que o peptideo
seja metabolizado mais rapidamente pelo organismo do animal, ndo sendo possivel sua
biodisponibilidade no SNC.

O grupo veiculo no ensaio com administracao subcutanea teve uma laténcia para
as crises maximas alta, ndo sendo diferente do grupo DZP. Este grupo controle
negativo, teoricamente, teria que ter uma laténcia baixa para crises generalizadas, afinal
nenhum composto com a finalidade de prevenir as crises foi injetado, apenas solugéo
fisioldgica, porém, isto ndo foi observado. Sabe-se que a carga genética do animal afeta
a suscetibilidade dele as crises induzidas por convulsivantes quimicos, como a
pilocarpina (Schauwecker, 2012; Winawer et al., 2007). A diferenca na eficacia da
pilocarpina em gerar crises generalizadas em diferentes linhagens de camundongos ja
foi observada, porém, os mecanismos disto ainda permanecem desconhecidos. Pode
ser explicado em parte por diferentes niveis da expressao de glicoproteina-P na barreira
hematoencefalica, que serve como mecanismo de prote¢cdo contra compostos
estranhos ao organismo. Experimentos com animais knockout para o gene da
glicoproteina-P mostraram que estes tiveram a atividade convulsivante da pilocarpina
potencializada em comparacédo a animais selvagens (Rémermann et al., 2015).

Outro modelo de inducdo aguda de crises epilépticas utilizado foi a inducédo
quimica por acido cainico. O acido cainico € um analogo do L-glutamato, exibindo uma
maior afinidade por receptores de glutamato do tipo cainato (KA) expresso em bastante
quantidade na formacdo hipocampal, permeaveis principalmente aos ions sodio e
potassio, e em menor propor¢ao aos ions calcio (Wang et al., 2005). Apos ligagdo do

acido cainico ao KA, ocorre uma despolarizagdo prolongada na célula, aumento da
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excitacdo do circuito cerebral levando ao desequilibrio de cargas com as manifestacdes
comportamentais das crises epilépticas (De Deyn et al., 1992).

O farmaco DZP foi capaz de proteger 100% dos animais contra a crise de classe
7 (crise maxima) provocadas por acido cainico. O peptideo nor-1202 néo teve atividade
protetora significativa contra as crises maximas em nenhuma das doses avaliadas (6; 3
e 0,3 yg/animal). Além de ndo protegerem os camundongos das crises generalizadas,
as doses testadas também néo diminuiram as laténcias para o estabelecimento destas.
Isto mostra que o peptideo foi realmente ineficaz contra crises induzidas por &cido
cainico.

Porém, em relacdo a sobrevivéncia dos animais apds o insulto com acido
cainico, as doses de 6 e 3 yg/animal tiveram diferencas estatisticas em rela¢éo ao grupo
veiculo, mostrando que o peptideo foi capaz de proteger os camundongos da morte. E,
mesmo 0s animais que ndo sobreviveram aos 30 minutos de filmagem, demoraram mais
para o Obito, tendo suas laténcias para a morte aumentadas em todas as doses
avaliadas.

Com estes resultados, o nor-12012 se mostrou com atividade contra crises
causadas por pilocarpina que age por vias muscarinicas colinérgicas e pela ativagéo de
receptores do tipo NMDA, porém contra um convulsivante quimico que age aumentando
diretamente a excitacdo glutamatérgica via receptor cainato, o acido cainico, foi
ineficiente.

Os peptideos andlogos ao nor-1202 ndo foram testados em modelo agudo de
inducdo de crises por pilocarpina. A OcTx-1202 (Mortari, 2007) foi testada em ratos,
apos o fracionamento da peconha bruta, injetada via i.c.v. em ensaios agudos com 0s
convulsivantes PTZ (um antagonista ndo-competitivo dos receptores GABA-A) e acido
cainico. Nesses experimentos, o peptideo induziu um potente efeito anticonvulsivante
dose-dependente contra as crises induzidas por acido cainico, com as doses de 1, 0,5
e 0,1 pg/animal protegendo os animais de forma significante. As laténcias para inicio de
crise maxima também tiveram um aumento significativo. Nos ensaios com PTZ, a maior
dose testada apresentou diferencas significativas em relagdo ao grupo controle. O
peptideo sintetizado com a mesma sequéncia da OcTx-1202 (3 e 1,5 pg/animal) e o
anélogo, neurovespina (3; 1,5 e 0,15 pg/animal), quando testados no modelo agudo de
acido cainico em ratos, também demonstraram prote¢cdo contra a crise maxima
generalizada e aumentaram a laténcia para esta, quando injetados via i.c.v (Dos Anjos,
2013).

A DEs para o peptideo nor-1202 foi calculada apenas para a pilocarpina, afinal
nenhuma das trés doses avaliadas se mostraram efetivas contra crises induzidas pelo

acido cainico, ndo havendo diferenga estatistica entre estas, e assim, ndo seria possivel
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determinar sua curva dose-resposta e calcular sua dose efetiva 50. Foi escolhido o
critério de porcentagem de sobrevivéncia dos animais para se calcular a DEs para
pilocarpina pois nos dados da atividade do peptideo neste modelo, houve diferenca
significativa entre as doses 6 e 0,3 pg/animal. Esta variacdo do efeito do peptideo
proporcional as doses administradas, valida a elaborac¢édo da curva dose-resposta.

Apos a verificagdo de que o nor-1202 foi eficaz em proteger as crises no modelo
agudo de pilocarpica quando injetado via i.c.v., foi feito o modelo crénico de ELT por
pilocarpina, para se avaliar o efeito da DEso quando injetada via i.c.v. Esse modelo
reproduz caracteristicas eletroencefalograficas da Epilepsia, além de induzir um estado
cronico de hiperexcitabilidade, e alteragdes histopatoldgicas como danos no lobo
temporal, hipocampo, complexo amigdaloide e cértex entorrinal (brotamento de fibras
musgosas, perda de interneurbnios, reorganizagdo dos circuitos sinapticos, gliose)
(Minjarez et al., 2017).

A utilizagéo de pilocarpina em modelos crénicos que mimetizam a ELT & bem
descrita, e por isso foi escolhida para o presente estudo. Como ocorre em humanos, a
pilocarpina causa um dano inicial, induzido pelo SE. A duracgéo e a severidade do SE
determina a severidade também da epileptogénese que serd provocada nos animais
(Sharma et al., 2017). Neste trabalho foi escolhida uma duragédo de 3 horas, padréo
experimental estabelecido no laboratério de estudo apds diversos experimentos prévios
gue demonstraram que este tempo é capaz de causar o dano cerebral necessario para
estabelecimento de CREs (Dos Anjos, 2017). ApGs os animais se restabelecerem deste
guadro de SE, eles entram em um periodo latente sem crises com a ocorréncia da
epileptogénese de aproximadamente 15 dias. Nesta fase latente ocorrem as alteracdes
histolégicas, bioquimicas, as mortes neuronais em camadas da formacédo hipocampal,
reorganizacdo dos circuitos, e demais alteracdes que vao levar a uma predisposi¢cado
para gerar atividade sincronizada. Assim, tornando o cérebro do animal em um cérebro
epiléptico com CREs numa condicao crénica (Cavalheiro et al., 1991).

Para se estudar a atividade antiepiléptica do peptideo no modelo de ELT, foram
avaliadas as CREs na fase cronica de cinco dias, levando em considerag¢édo a duragao
(s) e a quantidade de crises durante 10 horas de gravacdo diarias. As gravacgdes
comecavam as 9h da manh&, sendo assim, os camundongos foram filmados no periodo
de maior ocorréncia de CREs em roedores, que é o periodo diurno (Cavalheiro et al.,
1991; Arida et al., 1999).

Os animais do grupo sadio, por ndo passarem pelo dano cerebral causado pelo
SE, ndo se tornam epilépticos, e assim ndo apresentam CREs. Porém, por serem
submetidos ao procedimento estereotaxico para implantacdo da canula-guia, podem

manifestar alguns comportamentos que se assemelham a crises epilépticas, por conta
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do dano no tecido cerebral causado pela presenca da canula. Estes comportamentos
ndo influenciam os dados experimentais, afinal todos os grupos passaram por este
procedimento.

Em relagdo ao tempo total que os camundongos tiveram de CREs durante os
cinco dias da fase crbnica, o grupo epiléptico ficou significativamente mais tempo em
CREs do que o grupo sadio. Porém, o grupo tratado com o peptideo ndo mostrou
diferencas em relagdo a nenhum dos dois grupos, permanecendo em crise durante um
tempo intermediério. Observado o tempo de crise em cada um dos dias, nos dias 2, 3 e
4, o grupo epiléptico teve estatisticamente mais CREs do que o grupo sadio, e nesses
dias o peptideo também mostrou um efeito intermediario, ndo apresentando diferencas
em relagdo ao grupo sadio nem ao doente.

Quanto ao numero total de CREs que os animais tiveram durante os cinco dias
do periodo crbénico, o0s grupos epiléptico e tratado com peptideo tiveram
significativamente mais crises do que o grupo sadio. Com a analise separada por dia,
foi possivel observar que apenas no dia 2 do tratamento, o grupo nor-1202 apresentou
significativamente mais crises do que o0 grupo sadio. Nos demais dias o grupo do
peptideo ndo se mostrou diferente do grupo sadio, € nem do grupo epiléptico.

Com esses resultados, a dose do peptideo infundida nos animais, ndo obteve
um potente efeito antiepiléptico, porém, se mostrou com efeito intermediario, ndo sendo
diferente significativamente do grupo que néo foi submetido ao SE, principalmente em
relacdo ao tempo de CREs. Vale ressaltar, que a dose escolhida do nor-1202 para o
modelo cronico de ELT foi a dose efetiva 50% (0,87 pg/animal), dose que produz em
50% do grupo experimental uma resposta relativa a eficacia do composto. Hipotetiza-se
gue a DEso do peptideo, pode ter sido uma dose baixa, nao conseguindo obter um forte
efeito contra as CREs, afinal o peptideo mostrou uma tendéncia a ter um efeito
antiepiléptico. Para um maior efeito e melhor avaliacao da atividade antiepiléptica do
peptideo, em estudos posteriores, sugere-se 0 uso da dose efetiva 90%. A DEgo ndo foi
calculada e utilizada neste trabalho, pois este é um estudo inicial da atividade do
peptideo, e ndo se conhece muito sobre os seus efeitos. Como no modelo crbnico de
ELT o tratamento foi feito diariamente durante cinco dias consecutivos, optou-se pela
DEso, uma dose menor da que seria a DEqo, a fim de se evitar possiveis efeitos toxicos
gue uma dose alta poderia vir a causar aos animais.

Para avaliar se havia diferenca na duracdo das CREs e na quantidade destas no
periodo logo apds os tratamentos, cinco primeiras horas de filmagem, e nas cinco
dltimas horas, a analise foi dividida em duas fases: imediata e tardia. Porém, o peptideo
ndo mostrou diferencas em nenhuma das duas fases, revelando que ndo houve

diferencas na sua atividade logo apds sua infusdo em relacdo as cinco ultimas horas de
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filmagem, e assim, ndo houve influéncia de processos biolégicos como a eliminacéo do
peptideo pelo organismo.

O outro peptideo analogo a occidentalina, neurovespina, foi avaliado em um
modelo crénico de ELT por pilocarpina (Dos Anjos, 2017), com uma a fase crénica com
duracao de 15 dias. O peptideo foi injetado via i.p. nos animais e as concentracées de
4; 2 e 1 mg/kg reduziram a frequéncia e duragdo das CREs nos camundongos durante
todos os dias avaliados.

O peptideo neuropolybina (Gomes, 2016) idéntico a um peptideo isolado da
peconha da vespa Polybia paulista também foi estudado no modelo crénico de ELT por
pilocarpina, tendo sua fase crbnica de 5 dias, igual ao presente estudo. Este composto
foi avaliado via i.c.v. nas doses de 3 e 0,6 pg/animal. A maior dose testada foi capaz de
diminuir significativamente o tempo que os camundongos tiveram de CREs nos dias 1,
3, 4 e 5 do tratamento em relagcdo aos animais do grupo epiléptico. Quanto ao niumero
de CREs as duas doses nao foram capazes de diminuir nos animais tratados.

Como ja citado anteriormente, modelos agudos de crises ndo reproduzem a
complexidade do quadro clinico da doenca, e as crises séo provocadas em um cérebro
nao epiléptico por estimulos especificos. Modelos agudos s&o geralmente utilizados
como screening para novos FAEs (White & Léscher, 2014). Modelos crbnico e agudos
mimetizam condi¢Bes diferentes, e 0s mecanismos biolégicos que causam crises
provocadas por um insulto agudo sdo consideravelmente diferentes dos que causam as
crises recorrentes e espontaneas de um cérebro com caracteristicas epilépticas
(Léscher, 2002). O peptideo foi capaz de proteger os animais contra crises maximas
apo6s a inducao por pilocarpina, impedindo que 0 aumento da excitacdo nos circuitos
neuronais causado pela pilocarpina ocorresse a ponto de virar uma crise generalizada.
Porém, no modelo que mimetiza a condi¢ao clinica da doenca, com suas consequéncias
neuropatolédgicas, o peptideo ndo mostrou um forte efeito antipiléptico com a dose
avaliada. Nao sendo capaz de proteger vigorosamente os animais das CREs que
surgiram no cérebro epiléptico por conta do aumento da excitabilidade e baixa do limiar
para crises resultante da epileptogénese, que ocorre na condi¢éo de Epilepsia (Curia et
al. 2008). Vale ressaltar, que a ELT é uma condigdo com muitos pacientes farmaco-
resistentes (White & Ldscher, 2014), e essa dificuldade de tratamento também é
reproduzida no modelo animal de ELT.

Novos peptideos desenhados a partir de compostos isolados de pegonhas tém
surgido como bons candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos, uma vez
que, apresentam atividades diversas, tais como: antimicrobianos, analgésicos, anti-
inflamatorios, antitumorais, citoliticos, antinociceptivos e antiepilépticos (Silva et al.,

2015). Ao sintetizar peptideos se tem a oportunidade de modificar as estruturas dos
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compostos ja existentes por incorporacao ou substituicdo de aminoacidos, com o fim de
se melhorar algum aspecto em relacdo aos peptideos analogos, e em muitos casos
esses derivados sintéticos sdo mais potentes, mais seletivos aos alvos moleculares, ou
mais estaveis do que os naturais (Sawyer, 2005).

O objeto de estudo deste trabalho foi um novo peptideo bioinspirado da
occidentalina-1202 isolado da peconha da vespa social P. Occidentalis, que teve sua
sequéncia modificada com a substituicdo dos amino&cidos metioninas por norleucinas.
Muitos peptideos biologicamente ativos com metionina na composi¢éo sdo suscetiveis
a inativacao por oxidacao, ja que esta afeta a estrutura, estabilidade e funcéo biolégica
do composto, tornando-o instavel (Badgett et al., 2017). Essa oxidacao da metionina se
da por causa da alta reatividade do atomo de enxofre em sua molécula, que é oxidado
por espécies reativas de oxigénio (Horwell et al., 1994). Para se evitar esta perda de
atividade, analogos sao sintetizados tendo suas metioninas substituidas por
aminoacidos mais resistentes a oxidagdo (Kim et al.,, 2001). A substituicdo por
norleucinas é a mais utilizada na pratica quimica de peptideos, jA que os dois
aminoacidos tém volume e propriedades conformacionais semelhantes e os peptideos
modificados se mostram mais estaveis, uma vez que € feita a retirada do atomo de
enxofre (Epand & Raymer, 1987; Pal & Chakrabarti, 2001). Como esta é uma
substituicdo corriqueira no planejamento racional de peptideos, acreditava-se que néao
causasse mudancas no efeito biol6gico dos peptideos. Quando a metionina néo faz
parte de alguma cadeia catalitica ou de algum dominio de reconhecimento do peptideo,
as caracteristicas de funcéo e estrutura sdo normalmente mantidas (Radchenko et al.,
2016).

Porém, no atual trabalho foi possivel observar que a substituicdo de metioninas
e a presenca de norleucinas alterou a atividade antiepiléptica do peptideo. A alteracao
mudou a efetividade do peptideo no modelo agudo de inducéo de crises por acido
cainico, jA que o peptideo natural ocTx-1202 e um outro andlago, neurovespina,
protegeram 0s animais contra crises generalizadas neste modelo, e o nor-1202 néo
mostrou protecdo. Além de modificar a capacidade do peptideo de agir no SNC quando
administrado sistemicamente, j& que 0os mesmo outros dois peptideos quando injetados
por via i.p. mostraram atividade.

Para melhor entender o peptideo nor-1202 uma maior avaliacdo do seu efeito
antiepiléptico com doses maiores (ex.: DEg) e uma avaliagdo acerca do perfil
eletroencefalogréafico do peptideo no modelo crénico de ELT, ja que esta complementa
as observacdes comportamentais e as CREs deste modelo reproduzem padrdes de

crises observados em pacientes com ELT (Lévesque et al., 2012).
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6.

Conclusodes

» O peptideo nor-1202 quando injetado via intracerebroventricular foi capaz de

proteger os animais contra crises generalizadas e contra o 6bito no modelo

agudo de pilocarpina.

Quando injetado sistemicamente, por vias subcutdnea e intraperitoneal, o

peptideo ndo apresentou atividades no modelo agudo de pilocarpina.

No modelo agudo de acido cainico, o peptideo nor-1202 nédo protegeu 0s animais

contra a crise generalizada, porém protegeu contra o 6bito.

Com a DEsg ndo foi possivel observar um grande efeito antiepiléptico no modelo
de ELT, mas o peptideo mostrou atividade intermediaria em relacdo ao tempo

gque 0s animais permaneceram tendo crises.

A modificacdo na sequéncia de aminoacidos do peptideo OcTx-1202 com a
retirada das metioninas para substituicdo por norleucinas mudou a atividade
antiepiléptica deste composto e sua capacidade de agir no SNC quando injetado

sistemicamente.
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Anexos

8.

e
Universidade de Brasilia

Institute de Clénclas Biologicas
Comissao da Etca na Uso Animal

Brasilia, 12 de julho de 2017.

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “AvalACAD DA ATIVIDADE ANTIEFILEPTICA DE DOIS PEPTIDEOS SINTETICOS OBTIDOS A PARTIR DA
PECOMHA DE VESPAS SOCIAIS", Protocolo n® 17/2017, sob responsabilidade da Professora Marcia Renata Mortari foi avaliado e
aprovado pela Comissao de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia. Este projeto foi aprovado para utilizagao
de: Mus musculus (120 machos), A presente aprovacao € vélida pelo periodo de: 12/7/2017 a 17/3/2020.
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AminoTech Pesquisa e Desenvolvimento Lida.

Sao Paulo - SP
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Laudo de Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Glu-GiIn-Tyr-Nle-Val-Ala-Phe-Trp-Nle-NH; (Lot.# PC11004)
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Detector A - 1 (215nm)
Pk # _ Retention Time Area Area % Height Height %
1 17,292 314999 3.068 6263 0.605
2 18,442 9950620 96,932 1028327 99 395
Totals — fo
. - 10265619 100,000 1034590 | 100,000
Condigdes de analise:

Amostra 10 pL de uma solugdo 1 mg/mL -~ Coluna RP-C18, 4 6x150 mm - Fluxo 1 mL/min

Solventes. A = TFA 0.1%, B = CHy,CN/H,;0 91 com 0.1% de TFA

Detector UV, A =215 nm - Gradiente 5 100% de B em 25 min
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Laudo de Analise por Espectrometria de Massas

Glu-GIn-Tyr-Nle-Val-Ala-Phe-Trp-Nle-NH, (Lot.# PC11004)
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