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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) ¢ uma doenga neurodegenerativa, que tem como marco
histopatoldgico inicial a perda de neuronios dopaminérgicos na regido da Substantia Nigra,
afetando cerca de 10 milhdes de pessoas ao redor do mundo. Adicionalmente aos sinais motores
caracteristicos da doenga, existem sinais nao-motores que também fazem parte da doenga, como
as disfungdes gastrointestinais, disturbios do sono, déficits cognitivos, depressdo e ansiedade.
Dessa forma, a maioria dos sinais ndo-motores impactam a qualidade de vida em 98% da
populagdo que possui a DP, no entanto, os tratamentos utilizados nao aliviam ou reduzem esse
impacto. Sendo assim, ¢ de suma importancia a avaliacdo dos sinais ndo-motores quando se
estuda o desenvolvimento de novos possiveis tratamentos. A Fraternina-10 apresentou potencial
terapéutico para a DP, mas apresentou toxicidade nas doses aplicadas e nenhuma analise para o
alivio de sinais ndo-motores foi realizada. Sendo assim, com o intuito de reduzir a toxicidade e
melhorar a biodisponibilidade, foi feita a associacdo do peptideo a uma nanoparticula. Nesse
sentindo, o objetivo desse trabalho foi padronizar um modelo com a presenga de sinais nao-
motores, utilizando a neurotoxina 6-OHDA, para que seja avaliada a acao do peptideo associado
a uma nanoparticula, assim como a mudanga de efeitos adversos do peptideo. Apds a obtengao,
a Nanoparticula apresentou estabilidade em suas caracteristicas fisico-quimicas durante um
periodo de 120 dias. Foram testadas 3 doses de Fraternina-10 associadas a nanoparticula (NF-
10) (20, 10 e 5 pg/animal) e 3 doses do peptideo na sua forma livre (20, 10 e 5 pg/animal) em
protocolo de toxicidade de dose unica. Nesse protocolo de toxicidade de dose tunica,os
tratamentos nao demonstraram efeitos adversos, exceto pelo grupo tratado com NF-10 na maior
dose de 20 pg/animal. Visando a padroniza¢do do modelo nao-motor foram testadas duas doses
de 6-OHDA 40 e 30 pg/animal, por apresentar mudancas significativas no comportamento do
tipo ansioso no teste de labirinto em cruz elevado (LCE), a dose escolhida foi a de 30 pg/animal.
Apo6s a padronizagdo da dose de 6-OHDA, foram feitos o teste de LCE para avaliagdo de
comportamento do tipo ansioso, campo aberto, para analise motora e comportamental, e teste
de reconhecimento de objeto novo (TRON), para a andlise de consolidagdo de memoria de
longo prazo. Para os ensaios, foram utilizados os seguintes grupos, veiculo, 6-OHDA (30
ng/animal) e NF-10 em sua dose terapéutica (10 pg/animal). O grupo NF-10 apresentou uma
melhora em relagdo ao comportamento do tipo ansioso gerado pela 6-OHDA. Nenhuma
diferenca motora no campo aberto foi vista entre o grupo 6-OHDA e veiculo. No entanto, o
grupo NF-10 demonstrou piora motora. No TRON, o grupo 6-OHDA apresentou déficit
cognitivo em relagdo ao grupo veiculo, ja o grupo do tratamento ndo apresentou melhora em
relacdo ao grupo 6-OHDA. Os resultados indicam que foi possivel replicar sinais ndo-motores
em um modelo de 6-OHDA ¢ que o peptideo nanoencapsulado reverteu os efeitos reduzindo os
comportamentos do tipo ansiosos.

Palavras-chave: Sintais ndo-motores, Doenca de Parkinson, 6-OHDA, peptideo, toxicidade.



ABSTRACT

Parkinson's Disease (PD) is a neurodegenerative disorder whose initial
histopathological hallmark is the loss of dopaminergic neurons in the Substantia Nigra,
affecting approximately 10 million people worldwide. In addition to the characteristic motor
symptoms of the disease, there are non-motor symptoms that are also part of the condition, such
as gastrointestinal dysfunction, sleep disturbances, cognitive deficits, depression, and anxiety.
Thus, most non-motor symptoms impact the quality of life of 98% of the PD population;
however, current treatments do not alleviate or reduce this impact. Therefore, assessing non-
motor symptoms is crucial when studying the development of new potential treatments.
Fraternine-10 has shown therapeutic potential for PD, but it exhibited toxicity at the
administered doses, and no analysis was conducted regarding its ability to relieve non-motor
symptoms. To reduce toxicity and improve bioavailability, the peptide was combined with a
nanoparticle. Accordingly, the objective of this study was to standardize a model presenting
non-motor symptoms using the neurotoxin 6-OHDA, allowing for the evaluation of the
nanoparticle-associated peptide's effects as well as changes in the peptide's adverse effects.
After preparation, the nanoparticle maintained stability in its physicochemical characteristics
for a period of 120 days. Three doses of nanoparticle-associated Fraternin-10 (NF-10) (20, 10,
and 5 pg/animal) and three doses of the free peptide (20, 10, and 5 pg/animal) were tested in a
single-dose toxicity protocol. In this protocol, the treatments did not show adverse effects,
except for the group treated with NF-10 at the highest dose (20 pg/animal). To standardize the
non-motor model, two doses of 6-OHDA (40 and 30 pg/animal) were tested. Since the 30
ng/animal dose induced significant changes in anxiety-like behavior in the Elevated Plus Maze
(EPM) test, it was selected for further studies. After standardizing the 6-OHDA dose, behavioral
assessments were conducted, including the EPM test (for anxiety-like behavior), the open field
test (for motor and behavioral analysis), and the Novel Object Recognition Test (NORT) (for
evaluating long-term memory consolidation). The following groups were used in the
experiments: vehicle, 6-OHDA (30 pg/animal), and NF-10 at its therapeutic dose (10
ng/animal). The NF-10 group showed improvement in anxiety-like behavior induced by 6-
OHDA. No motor differences were observed between the 6-OHDA and vehicle groups in the
open field test. However, the NF-10 group exhibited motor impairment. In the NORT, the 6-
OHDA group displayed cognitive deficits compared to the vehicle group, while the treatment
group did not show improvement relative to the 6-OHDA group. The results indicate that it was
possible to replicate non-motor symptoms in a 6-OHDA model and that the nanoencapsulated
peptide reversed some effects, reducing anxiety-like behaviors.

Keywords: Non-motor symptoms, Parkinson’s Disease, 6-OHDA, peptide, toxicity.
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PFFs fibrilas pré-formadas

REM movimento rapido dos olhos
SDD sonoléncia durante o dia

SN Substantia Nigra



SNC Sistema Nervoso Central

SNCA gene alfa-sinucleina

SNPC Substantia nigra pars compacta

TNF-a fator de necrose tumoral alfa

TRON teste de reconhecimento de objeto novo

6-OHDA 6-Hidroxidopamina



Lista de Abreviatura dos Aminoacidos

Nome Simbolo Abreviatura
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Acido glutimico Glu E
Cisteina Cys C
Glicina Gly G
Glutamina GIn Q
Histidina His H
Isoleucina Ile I
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Valina Val v

Acido piroglutamico

Pyr
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Parkinson

1.1.1. Propedéutica e epidemiologia

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ uma doenga neurodegenerativa, segunda mais prevalente
no mundo, impactando 3% da comunidade idosa (ZHANG et al., 2024) atrds somente da
Doenca de Alzheimer. Além disso, ¢ a doenga neurologica que mais cresce no mundo (Dorsey

2018).

Em 2019, cerca de 8,5 milhdes de pessoas tinham a DP no mundo. De 1990 até 2019, a
doenga passou por um aumento de prevaléncia em 155% (FEIGIN et al., 2019). Desde o
comego do século XXI, ha entre 5 e 35 novos casos por 100.000 individuos a cada ano
(TWELVES; PERKINS; COUNSELL, 2003). Casos de DP at¢ os 50 anos de idade sdo muito
raros, mas a partir dos 60 até os 90 anos, o risco aumenta de 5 a 10 vezes (POEWE et al., 2017).
Levando em consideracdo o envelhecimento da populagdo, a DP vem ganhando cada vez mais
importancia em termos de busca de tratamentos e diagndsticos mais eficazes. Os tratamentos
disponiveis tém tido efeitos positivos na longevidade da vida dos pacientes, tendo um aumento

na expectativa de vida dos pacientes (LIX ef al., 2010).

Descrita pela primeira vez por James Parkinson no “Essay of the shaking Plasy” em
1817, a maioria das observacdes clinicas feitas por ele resistiram ao tempo e seguem corretas
até hoje (POEWE et al., 2017). Apesar ter sido descrita pela primeira vez ha mais de 200 anos,
muitos aspectos da doenca ainda ndo sdo compreendidos. Além disso, o diagnostico pode ser
confirmado somente por meio de autdpsia post-mortem. Tanto a manifestagao clinica quanto a
progressao da doenga sdo heterogéneas, sendo muito particular de paciente para paciente
(Hayes 2019). Isso pdde ser observado em um estudo que acompanhou pacientes recém
diagnosticados e, 10 anos depois, 55% deles haviam morrido, 68% tinham instabilidade
postural, 46% sofriam com deméncia e 23% ndo tinha nenhum dos dois sinais cardinais

(WILLIAMS-GRAY et al., 2013).

A prevaléncia da DP exibe uma discrepancia em relagdo aos sexos, sendo o dobro no
sexo masculino que no sexo feminino (BALDERESCHI et al., 2000; WOOTEN et al., 2004).

Além disso, a razdo de mortalidade por DP do sexo masculino é maior em relagdo feminino.
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Um estudo relatou aumento da incidéncia de casos no sexo masculino em intervalos de mais ou
menos 10 anos, 1976, 1985, 1996 e 2005. J4 para o sexo feminino, a incidéncia se manteve
estavel por todo periodo (SAVICA et al., 2016). Existem muitas hipdteses do porqué dessa
diferenca, sendo o efeito neuroprotetor de hormonios femininos e questdes ambientais os
principais fatores elencados. Sendo assim, estudos analisando sexo, raga, etnia e influéncias
ambientais visam buscar uma resposta para essas diferencas. Em relagdo a casos hereditarios,
eles representam uma parcela pequena dos pacientes de DP, com somente 5% — 10% dos casos
(POEWE et al., 2017). Nesse sentido, podem ocorrer mutagdes em genes que sao associados a

DP em pessoas acima de 50 anos.

A DP ¢ caracterizada pela degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos na substantia
nigra e pelo acimulo intracelular da proteina alfa-sinucleina. A principal via dopaminérgica
acometida na DP é composta por neurénios que se projetam da substantia nigra ao estriado,
area associada ao sistema motor. Na fase inicial da doenca, a degeneracdo ocorre
majoritariamente somente na area ventrolateral da substantia nigra, preservando os neuronios
dopaminérgicos no resto do mesencéfalo (DAMIER et al., 1999). A perda desses neurdnios por
morte celular leva a baixa de dopamina no estriado (TANSEY et al., 2022), desbalanceando
sinalizagdes excitatorias e inibitorias necessarias para uma movimentagao normal. Sendo assim,

a via nigroestriatal ¢ a maior responsavel pelos sinais motores da DP (KUMAR et al., 2024).

A perda de neurdnios dopaminérgicos na regido do mesencéfalo leva aos sinais motores
da DP como bradicinesia, tremor de repouso, instabilidade postural e rigidez postural (RAJ et
al.,2021). Ademais, a perda desses neurdnios se inicia antes do diagnostico da DP, que ocorre
somente com surgimento dos sinais motores e perda consideravel dessa regido (DIJKSTRA et
al., 2014). A bradicinesia, o tremor de repouso e a rigidez sdo os trés sinais utilizados no
diagnodstico. A bradicinesia ¢ caracterizada pela lentiddo dos movimentos e amplitude ou
velocidade prejudicadas em movimentos continuos. Os tremores de repouso dizem respeito a
tremores entre 4 ¢ 6 Hertz em membros que estdo em repouso total, sendo que os tremores sao
interrompidos por movimentos voluntarios. Por ultimo, a rigidez ¢ definida por movimentos
passivos lentos nas articulagdes maiores feitos pelo examinador enquanto o paciente esta

completamente relaxado (POSTUMA et al., 2015).

A degeneragdo de neurdnios dopaminérgicos também afeta fun¢des ndo motoras, uma
vez que a via dopaminérgica também ¢ responsavel por regular o humor, a cognigao e as fungdes

autondomicas (JING et al., 2022). No entanto, a patofisiologia em relacdo aos sinais nao-
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motores ¢ muita menos elucidada. Em um diagnéstico de DP, o paciente pode apresentar sinais
predominantemente motores ou nao-motores. Existe uma possivel correlacdo entre uma
predominancia dos ndo-motores em um quadro de DP com disfun¢des nas vias noradrenérgicas,
podendo afetar distirbios no sono, desordens de humor, dor e disautonomia (RAY
CHAUDHURI et al., 2023). Além disso, a DP pode apresentar também disfungdes nas vias

glutamatérgicas, colinérgicas e serotonérgicas (POEWE et al., 2017).

Apesar de grandes avancos terem sido feitos, elucidando aspectos envolvendo os
mecanismos celulares e moleculares da DP, muitos permanecem sem resposta, principalmente
em relacdo a progressdao da doenca. Dessa forma, essas auséncias de informacao junto a
heterogeneidade da doenga dificultam a identificagdo de biomarcadores, mantendo a

dependéncia do diagndstico aos sinais motores (PICCA et al., 2021).

1.1.2. Patofisiologia da DP

Como ja mencionado, a neurodegeneracdo ocorre com o passar dos anos nos pacientes
da DP. Nesse sentido, muitos fatores contribuem para a neurodegeneracdo na DP, como a
formacao de corpos de Lewy, estresse oxidativo, neuroinflamagao e disfun¢ao mitocondrial
(MORRIS et al., 2024; TONG, 2024). Dessa forma, apesar do impacto de cada uma dessas
questdes ainda ndo serem totalmente esclarecidas, muito ja se sabe sobre sua influéncia na DP.

Um marcador patoldgico central da doenga € a presenga dos corpos de Lewy (CL) —
inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas compostas principalmente pela proteina a-sinucleina
mal conformada — que se acumulam nos neurdnios afetados e contribuem para a disfuncao
celular e morte neuronal. Esses CL ndo se restringem ao sistema motor, podendo também estar
presentes em regides corticais e do tronco encefalico, o que ajuda a explicar os sintomas nao-
motores da doenca, como alteragdes cognitivas, distirbios do sono, depressdao e disfuncdes
autondmicas. A alfa-sinucleina ¢ uma proteina com 140 residuos de aminoacidos codificada
pelo gene SNCA. Ela esta presente em grandes quantidades no encéfalo, sendo importante na
funcdo sinaptica e liberagdo de neurotransmissores (DAS et al., 2022). A funcdo neuronal da
proteina ainda ndo ¢ completamente compreendida, mas sabe-se que ela se liga as vesiculas
sinapticas e esta envolvida na liberagdo de neurotransmissores e funcionamento mitocondrial
(SHARMA; BURRE, 2023). Em sua forma natural, ela tende a ter uma estrutura monomérica,
porém a conformagdo presente nos CL possui uma alteragdo em seu enovelamento em um

filamento que as tornam suscetiveis a agregacdo. Além disso, o acumulo da proteina pré-



24

sinaptica alfa-sinucleina leva a formacdo de fibrilas intracelulares insoluveis, levando a
formacao de aglomerados de alfa-sinucleina, gerando os CL. Esses agregados prejudicam
funcdes celulares e contribuem para a morte de neuronios (NEUPANE; DE CECCO; AGUZZI,
2023). Nesse sentido, o acuimulo comega tipicamente no tronco cerebral e no bulbo olfatorio, o
que pode explicar o fato do surgimento de alguns sinais ndo-motores serem anteriores aos sinais
motores (BRAAK et al., 2003).

Mutagdes no gene SNCA causam ma formagdo proteica, enovelamento errdneo e
oligomerizacao (Naren 2023). Essas mutag¢des sdo a primeira alteragdao genética identificada e
vinculada a DP familiar (POLYMEROPOULOS et al., 1997). Além disso, muta¢des no N-
terminal provocam aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) e mudam a
permeabilidade da membrana mitocondrial (MCGLINCHEY et al., 2021). Dessa forma, com o
acumulo de alfa-sinucleina dentro das mitocondrias, ocorre a formacao de oligdmeros toxicos
que levam ao seu mau funcionamento (NAREN et al., 2023). Isso ocorre devido ao efeito
inibitdrio de alfa-sinucleinas malformadas e a acumulagdo de toxinas no complexo 1 (DEVI ef
al., 2008). Nesse sentido, a ocorréncia de disfun¢do mitocondrial ¢ um dos principais

responsaveis pela neurodegeneragao encontrada na DP.

No fim do século XX e comego do XXI, as primeiras mutacdes ligadas a DP foram
observadas, os genes parkin (PARK2) (KITADA et al., 1998) e PINK1 (PARK6) (VALENTE
et al., 2004). No entanto, o impacto dessas mutagdes na DP foi descrito somente uma década
depois, mostrando ter um papel importante em ativar e selecionar o processo de autofagia das
mitocondrias, a mitofagia (NARENDRA et al., 2010). A mutagdo no gene parkin ¢ a mais
encontrada em casos precoces da DP, além disso representa entre 50-20% dos casos hereditarios

de DP (CHIA; TAN; CHAO, 2020).

Quando a mitocondria se encontra despolarizada, a PINK1 se liga ao lado exterior da
sua membrana e fosforila uma ubiquitina presente na membrana. Isso ativa o recrutamento da
parkin, que entdo se liga a PINK1 e, apds uma cascata metabolica, sinaliza para a autofagia da
mitocondria (MALPARTIDA et al., 2021). Além disso, mutagdes no gene LRRK2 também
estdo ligadas a disfuncdes mitocondriais, mas os mecanismos por trds ainda ndo estdo
elucidados (NAREN et al., 2023). Sendo assim, a desregulacdo dessas proteinas contribui para

a neurodegeneragdo encontrada na DP.

Outro aspecto que também esta interligado e contribui para a neurodegeneracao ¢ a

neuroinflamagdo. A substantia nigra ¢ uma regido do cérebro com alta concentracdo de
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microglias, sendo muito vulneravel a ataques inflamatorios (KIM et al., 2000) . Na década de
noventa, foi a primeira vez que foi observada uma ligagdo entre neuroinflamacgao e a DP. Foram
observadas a presenga de interleucinas (BLUM-DEGENA et al., 1995)e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (MOGI et al., 1994) em pacientes de DP. Além disso, foram feitos estudos
post mortem com neuroimageamento e biomarcadores que demonstraram que a
neuroinflamagdo ¢ um fator importante para a DP (MOEHLE; WEST, 2015). Em um estudo,
foi encontrada uma alta concentracdo de células T reativas a alfa-sinucleina em um paciente
recém diagnosticado. Quando comparada com a concetracao de 10 anos antes, foi encontra
mesma concentracdo de 10 anos atrds. Dessa forma, sendo um resultado condizente com a
patologia da doenca que comega por volta de 10 anos antes do diagndstico. Adicionalmente, a
concentragao foi decaindo com o passar dos anos, indicando que células T podem estar ligadas

a formacao dos oligdmeros de alfa-sinucleina (LINDESTAM ARLEHAMN et al., 2020).

Em relagdo a processos inflamatorios nas mitocondrias, estes sdo responsaveis pelo

apoptose de células com funcionamento anormal. Dessa forma, a formagdo de EROs leva a

\ .

apoptose e a sinalizagdo de proteinas com mutagdes no gene levam a mitofagia, que

inevitavelmente leva a morte celular (PICCA et al., 2021)(Figura 1).
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Figura 1. Esquema representativo dos fatores patofisiologicos da Doenga de Parkinson. Adaptado de Picca et al.,

2021.

1.1.3. DP e seus sinais nao-motores

1.1.3.1. Prevaléncia dos sinais

A doenca de Parkinson sempre foi pensada como uma doenga motora, desde que foi
descrita por James Parkinson (ZAHED et al., 2021). Apesar dos sinais ndo-motores terem sido
descritos pela primeira vez pelo proprio James Parkinson em 1817 (MCDONALD et al., 2018),
somente nos ultimos anos eles veem ganhando maior notoriedade. Adicionalmente aos sinais
motores, sinais nado-motores também requerem atengao, tendo em vista que cerca de 98% dos

pacientes com DP experienciam pelo menos um sinal ndo-motor (KRISHNAN et al., 2011).

Os principais sinais ndo-motores que impactam os pacientes sdo alteracdes de olfato
(90% dos pacientes apresentam esse sinal da doenga) (BOHNEN et al., 2008), disturbios de
sono (65%) (JANZ et al., 2024), déficits cognitivos (80%) (HELY et al., 2008a), disfuncdes
gastrointestinais (80-90%) (KNUDSEN et al., 2017, SUNG; PARK; KIM, 2014), visdo
prejudicada (78%) (ARCHIBALD et al., 2011), disfungdes urinarias (35-79%) (GOLDMAN,
2025; JANZ et al., 2024), dor (30-85%) (JANZ et al., 2024; NEGRE-PAGES et al., 2008),
fadiga (62%) (JANZ et al., 2024), ansiedade e depressdao (30-50%) (BROEN et al., 2016;
MARRAS et al., 2024) (Tabela 1). O surgimento dos primeiros sinais ndo-motores ocorre
anteriormente aos sinais motores em pacientes portadores da DP (Figura 2). No entanto, o
diagnodstico da doenca ocorre somente por meio dos sinais motores, ndo existido nenhuma
forma de identificar a doenga, antes da fase motora (BEN-SHLOMO et al., 2024). Isso porque
os sinais anteriores sdo considerados ndo especificos, como os distirbios de sono, hiposmia,

constipacao, ansiedade e depressao (Figura 2) (ARMSTRONG; OKUN, 2020).

Dessa forma, existe um periodo de 10 anos entre o comego da doenga e seu diagnostico
(BLOEM; OKUN; KLEIN, 2021), essa ¢ a fase prodomica da DP (MULEIRO ALVAREZ et
al., 2024). Umas das teorias que busca explicar a manifestacao anterior dos sinais ndo-motores
¢ o surgimento dos acumulos de alfa-sinucleina, que se iniciam no bulbo olfatério no SNC, nas

areas periféricas do sistema nervoso e no trato gastrointestinal (SHARMA; BURRE, 2023).
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Levando isso em consideragdo, esse diagnodstico tardio prejudica profundamente a qualidade de
vida dos pacientes ja que sinais motores sdao aparentes somente quando a degeneracgao
dopaminérgica esta entre 60 e 80% (SHARMA; BURRE, 2023).. Nesse sentido, isso ¢ um
desafio quando se trata de tratamentos e preservacao da qualidade de vida do paciente, ja que o

paciente procura auxilio profissional em uma situacao ja avancada.

Tabela 1. Principais sinais ndo-motores que afetam pacientes com DP

Sinais nao-motores

« Crise de panico

Sono Comportamento Cognitivo Sensorial Funfoe's
Autondémicas
« Disturbios de sono « Psicose « Declinio subjetivo « Hiposmia « Cardiovascular
REM « Fadiga cognitivo « Visdo « Disfungoes
« Sonoléncia diurna « Apatia « Comprometimento « Dor Gastrointestinais
« Insonia « Ansiedade cognitivo leve - Disfagia
- Disrupgéo circadina « Depressao « Deméncia « Babar

« Incontinencia

urinaria
« Disfung¢ao sexual

Buscando uma melhor avaliagdo de sinais ndo-motores e da progressao da doenca nos
pacientes, foram desenvolvidas escalas avaliativas. Uma delas ¢ a NMS Quest (CHAUDHURI
etal.,2006), que ¢ composta por 30 perguntas de sim ou ndo respondidas pelo paciente. A NMS
Scale (CHAUDHURI; MARTINEZ-MARTIN, 2008) também possui 30 perguntas de sim ou
nao, porém ela ¢ do ponto de vista do médico avaliando a severidade e a frequéncia dos sinais
em 9 areas diferentes. Ambas sdo as escalas mais utilizadas para avaliacdo de sinais ndo-

motores na DP.

As questdes nao motoras da DP reduzem a qualidade de vida tanto dos pacientes quanto
dos cuidadores. Ademais, aumentam o gasto em tratamentos (HAGELL et al., 2002), o estresse
dos cuidadores e a taxa de internagdo (MARTINEZ-MARTIN et al., 2011). Além disso, o
impacto financeiro na sociedade também ¢ significativo, ja4 que aumenta a populagdo em casas

de repouso e acarreta em aposentadorias for¢adas (CHAUDHURI; YATES; MARTINEZ-
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MARTIN, 2005). Pacientes possuem em média oito vezes mais sinais nao-motores em

comparagao com pessoas da mesma idade (KHOO et al., 2013).

Diferencas de sexo também sdo observadas quando se trata de sinais nao-motores.
Pessoas do sexo feminino experenciam mais distiirbios de humor, principalmente ansiedade e
depressao (MAAS et al., 2024; MARTINEZ-MARTIN et al., 2012), j4 pessoas do sexo
masculino sofrem mais com as disfungdes sexuais, principalmente a disfungdo erétil e a

hipersexualidade (MARTINEZ-MARTIN et al., 2012; SANTOS-GARCIA et al., 2023).

Fase Prodomica Fase Inicial Fase Intermediaria Fase Avan¢ada

Diagnéstico

Morte

Y
=
<
=
T Ansicdad ‘Comprometimento H i
2 do sono excessiva Fadiga cognitivo leve ipet
(;'5 REM durante o dia postal
S Constipagio  Hiposmia Dor Ao
Declinio Sinais urinarios
=
= subjetivo Alucinagdes
< cognitivo
Lol
&) Sinais psicoticos Deméncia
@ sinais mo tores
Sinat mot
N
Tempo "

Figura 2. Presenca de sinais motores ¢ ndo-motores da doenga de Parkinson de acordo com a progressdo da doenga

e seu grau de severidade. Adaptado de Poewe et al., 2017.

1.1.3.2. Disturbios no Sono da DP

Disturbios do sono na DP afetam por volta de 65% dos pacientes. Os principais sinais
incluem insdnia, transtorno do movimento periédico dos membros, distirbios de sono com
movimento rapido dos olhos (REM), sonoléncia durante o dia (SDD) e dificuldade para respirar
dormindo (BARONE et al., 2009; JANZ et al., 2024). Ademais, muitos distirbios do sono
passam despercebidos, pois cerca de 30% dos pacientes ndo relatam para ao seus servidores
médicos suas complicagdes com sono (HURT et al., 2019), um estudo aponta uma taxa superior

a 40% das alteracdes no sono (CHAUDHURI et al., 2006).
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O sinal mais comum em pacientes ¢ a insOnia, estando presente em 55 — 65%
(GJERSTAD et al., 2007; JANZ et al., 2024). Nao existe um consenso para o periodo que ela
surge durante a doenga, alguns ligam ao parkinsonismo e as patologias cerebrais (ERRO et al.,
2013), ja outros remetem ao inicio de tratamentos dopaminérgicos e a presenca de sinais de
depressdao (ZHANG et al., 2014). A eszopiclona e a melatonina se mostram como possiveis

tratamentos para insonia em pacientes de DP (SEPPI ez al., 2019).

A SDD ¢ definida como a dificuldade de se manter acordado durante o dia, levando a
letargia e sonos repentinos (SATEIA, 2014). Ela ¢ observada no dobro de pacientes de DP em
relacdo aos controles (SUZUKI et al., 2017). A porcentagem de quantos pacientes que possuem
SDD varia bastante sem uma taxa precisa, variando entre 20-75% (GROS; VIDENOVIC,
2020). O sinal foi observado em 50% de pacientes em um estudo com 200 pessoas pertencentes

ao estudo Sweedish Parkinson registry (JANZ et al., 2024).

1.1.3.3. Impacto da Memoria na DP

Problemas cognitivos tendem a ser comuns em pacientes com a DP, sendo 6 vezes mais
comuns em comparagdo com pessoas saudaveis (AARSLAND et al, 2001). Questdes
cognitivas tém um grande impacto na qualidade de vida dos pacientes e aumentam o desgaste
dos cuidadores (LEROI ef al., 2012). Em um estudo feito em 5 cidades suecas com 200
pacientes, 93% demonstraram ter alguma alteragdo cognitiva. Além disso, 82% relataram ter
dificuldade em se lembrar de algo, 73% tinham problemas em se expressar e lembrar certas
palavras, 51% alegaram ndo conseguir manter foco e 48% manifestaram dificuldades com
aprendizagem (JANZ et al., 2024).

As principais questdes cognitivas sdao o declinio subjetivo cognitivo (DSC),
comprometimento cognitivo leve (CCL) e a deméncia. O DSC ¢ um declinio cognitivo
apontado pelo proprio paciente, podendo ser atestado por meio de teste cognitivos
(AARSLAND et al., 2021). Existem poucos estudos sobre o DSC e como ele contribui na
progressdo do declinio cognitivo dos pacientes. No entanto, em 2020 um estudo observou que
53% dos participantes possuiam DSC, além disso, 5 anos depois os pacientes com DSC
apresentaram um declinio maior em relagdo aos pacientes que nao tinham DSC (PURRI et al.,
2020). Ja em relagao ao CCL, ele pode ser identificado por um professional em um ambiente

clinico e possui critérios de diagnostico (LITVAN et al., 2012). Dessa forma, um estudo no
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estado da Filadélfia em pacientes sem nenhum diagndstico de questdes cognitivas demonstrou
que 50% deles com até 6 anos do diagnostico de DP desenvolveram CCL e, em até 5 anos, os
mesmos foram diagnosticados com deméncia (PIGOTT et al., 2015). Além disso, 80% dos
portadores da doenca de DP desenvolvem deméncia até o fim de suas vidas (HELY et al.,
2008b).

Em relacao ao diagnodstico de deméncia na DP, existem duas possibilidades: deméncia
com corpos de Lewy (DCL) e a deméncia na Doenga de Parkinson (DDP). A DLC ¢ definida
pela patologia de CL e a ocorréncia de deméncia antes do surgimento de sinais motores ou em
até¢ um ano da apresentacdo deles (MCKEITH et al., 2020). A DPP ¢ diagnosticada quando
pacientes da DP possuem déficits cognitivos em pelo menos 2 dos 4 dominios: atengao, fungdes
executivas, habilidades visuoespaciais, ¢ memdria, sendo elas severas o suficiente para
prejudicar atividade diarias (GOETZ; EMRE; DUBOIS, 2008). Nesse sentido, DCL e DDP sao
muito similares, sendo sua Unica caracteristica distintiva o periodo que elas se apresentam em
relacdo aos sinais motores (AARSLAND et al., 2021).

Nesse periodo, alucinacgdes visuais sdo muito presentes, com cerca de 80% dos pacientes
as experenciando. Além disso, elas sdo um aspecto distinto da DCL, auxiliando a definir o
diagnodstico. Ademais, o sono REM sem atonia e reducdo da recaptagdo de dopamina nos
nicleos da base sdo dois biomarcadores muito utilizados para auxiliar na confirmagdo do
diagnostico (MCKEITH et al., 2017). Apesar de disfungdes no sono REM ocorrerem muito
antes da DCL na DP (Figura 2), elas sdo um excelente biomarcador, tendo em vista que a
auséncia de atonia no sono REM est4 mais presente em pessoas com DCL em comparagao com
pessoas com outras formas de deméncia, 76% e 4%, respectivamente (FERMAN et al., 2011).

O surgimento de deméncia em pacientes com DP esta intrinsicamente ligado a sua morte
e ao estagio final da DP, junto com quedas frequentes e alucinagdes (Figura 2). Dessa forma, a
apresentacao do sinal ocorre proxima ao fim da vida dos individuos, independente da idade que
ele se encontrava (KEMPSTER et al., 2010).

Embora a DDP ocorra somente em um periodo mais avancado da doenca, varios sinais
estdo presentes muitos antes, como ja mencionado, e podem ser diagnosticados por meios de
testes (MCKEITH et al., 2017). Além disso, todas essas questdes cognitivas aparentam estar
interligadas e serem um indicativo de uma progressao de piora cognitiva até inevitavelmente
chegar a deméncia, no entanto, ainda ndo existe um consenso. Sendo assim, uma maior
quantidade de estudos sobre questdes cognitivas € necessaria. Essa seria uma forma de indicar

a presenca da DP e sua progressao. Assim, a manifestacao de problemas cognitivos, englobando
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o surgimento da progressao dos sinais presentes em DSC, da progressdo a CCL até finalmente
chegar a deméncia (PURRI et al., 2020), tem o potencial de ser um possivel biomarcador para
a doenca.

Os mecanismos etioldgicos da deméncia na DP ainda ndo completamente elucidados,
mas existem muitos indicios e hipoteses. O aumento de dopamina no estriado em pessoas
saudaveis demonstrou uma melhora em esfor¢o cognitivo (WESTBROOK et al., 2020). Além
disso, estudos ja relataram a influéncia da dopamina em processos cognitivos no cortex pré-
frontal dorsolateral (RANGANATH; JACOB, 2016). Dessa forma, pode-se inferir que a
dopamina possui um papel significativo em processos cognitivos. A degeneracdo de
neurotransmissores em pacientes com DP também auxilia no melhor entendimento da
correlacdo com déficits cognitivos. Pacientes com CCL apresentam degeneragdo de neurdnios
dopaminérgicos no estriado, principalmente na regiao do nucleo caudado dorsal em proporcao
maior que pacientes da DP sem alteragdes cognitivas. No entanto, outras regides
dopaminérgicas do cérebro se mantém majoritariamente integras. Ja pacientes com DPP
apresentam degenera¢do dopaminérgica consideravel do cortex frontal, parietal e temporal
(SASIKUMAR; STRAFELLA, 2020). A neurodegeneragdo de neurdnios noradrenérgicos
também pode ser observada tanto em CCL quanto em DPP. Esses neurdnios estdo envolvidos
em varios processos, pincipalmente atengao, flexibilidade comportamental memoria de trabalho
e de longo prazo. Os neur6nios colinérgicos também sdo comprometidos apresentando
degeneracao em pacientes com CCL e mantendo o mesmo padrdo para DPP, eles tém um papel

fundamental no processamento cognitivo (AARSLAND et al., 2021).

1.1.3.4. Ansiedade e depressao na DP

Ansiedade e depressdo ocorrem em por volta de 30 — 50% de pacientes com a DP
(BROEN et al., 2016; MARRAS et al., 2024), embora esse nimero provavelmente represente
um subdiagndstico, sendo menor que o numero real. Sendo assim, muitos locais ndo avaliam
transtornos depressivos ao tratar pacientes, com uma taxa de diagndstico menor que 40% de
acordo com a American Academy of Neurology (MARRAS et al., 2024). A dificuldade de
diagnosticar ansiedade e depressdo ¢ devido a sobreposicdo com outros aspectos da doenca
como falta de apetite, hipomimia, e mudangas no sono (GOLDMAN, 2025). Levando isso em
consideragdo, um estudo em 2024 apresentou taxas muita maiores que as relatadas na literatura

com 77% dos participantes apresentando depressdo e 53% precisavam de intervencao
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medicamentosa. Além disso, 78% possuiam ansiedade e 56% era recomendada o uso de
medicamentos (JANZ et al., 2024), refor¢ando que possivelmente seja uma falha na triagem
clinica dos pacientes. Taxas de ideacdo suicidas aparentam ser maiores que se imaginava,
estudos revelam que existe uma prevaléncia de 22% de risco suicidio, sendo o dobro dos grupos

controle (MAI et al., 2024).

1.1.4. Tratamentos disponiveis para a doenca de Parkinson

Em geral, tratamentos de DP possuem efeito quando iniciados, no entanto, ao longo
prazo apresentam perda de eficicia e efeitos adversos deletérios (MONGE-FUENTES ef al.,
2021). Tratamentos para DP sdo mais focados em amenizar os sinais do que curar propriamente
a doenca (MULEIRO ALVAREZ et al., 2024). Neurotransmissores dopaminérgicos sempre
foram o principal alvo farmacolégico desde o descobrimento da perda dopaminérgica no
estriado (JING et al., 2023). Muitos medicamentos utilizados na DP visam suprir a auséncia de
dopamina no encéfalo, como Levodopa, agonistas de dopamina e inibidores monoamina

oxidase B(MAO-B).

A BHE ¢ uma barreira de difusdo que separa fisicamente o sistema nervoso central
(SNC) do sistema sanguineo, sendo ela semipermeavel e extremamente seletiva (SWEENEY;
SAGARE; ZLOKOVIC, 2018). Ela ¢ uma das responsaveis pela regulacao do transporte de
moléculas necessarias para o funcionamento do SNC. Além disso, ela mantém toxinas,
componentes plasmaticos e patogenos do lado exterior (ALAHMARI, 2021). Nesse sentido,
ela ¢ o principal controle de transporte entre 0 SNC e o resto do copo, sendo vital para a
homeostasia do SNC (SCARPA et al., 2023). Isso € possivel devido a unidade neurovascular
composta por células endoteliais, pericitos e astrocitos criando um espago altamente regulado

(ALAHMARI, 2021).

A passagem pela BHE ¢ um dos principais desafios quando buscando possiveis
tratamentos para a DP. Ela ¢ a razdo do porqué ¢ utilizado a Levodopa (L-dopa), a precursora
da dopamina, uma vez que a dopamina ndo passa a BHE, ja a L-dopa ¢ transformada nela ap6s
passar a barreira. Levando isso em consideracdo, muitos estudos tentam lidar com isso
utilizando nanoparticulas capazes de fazer esse transporte protegendo o composto e evitando

que ele seja metabolizado ou barrado pela BHE. Alguns estudos buscam usar nanotecnologia
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junto a um aumento de permeabilidade da barreira para maior eficiéncia possivel em relagao a

passagem do medicamento (WU et al., 2024).

1.1.4.1. Levodopa

A Levodopa (L-dopa) ¢ o medicamento mais utilizado para o tratamento da DP, sendo
descrita pela primeira vez em (BIRKMAYER; HORNYKIEWICZ, 1962). Apesar de ser
utilizada hd mais de 60 anos, ela segue sendo considerada o padrao ouro de tratamento para a
DP, em algum momento basicamente todos os pacientes vao usa-la (HAYES, 2019). Como um
precursor da dopamina, a L-dopa visa suprir a defici€éncia dopaminérgica do encéfalo (YADAV
et al., 2025). Dessa forma, sua longevidade mostra a importancia da dopamina na DP, mas ao
mesmo tempo demonstra a dificuldade de encontrar outros alvos como alternativa.

pesar da sua grande importancia no tratamento da DP, isso ndo significa que ela ndo
possui inimeras falhas. Pacientes tratados com L-dopa tendem a apresentar flutuacdes dos seus
sinais, além de gerar complicacdes motoras (JING et al., 2023). O uso cronico de L-dopa gera
no paciente discinesias, no entanto os mecanismos por tras desse efeito ainda ndo sdo muito
bem compreendidos. Cerca de 80% dos pacientes desenvolvem discinesia, com 30% deles
desenvolvendo nos primeiros 3 anos do tratamento (KWON et al., 2022). A principal causa €
atribuida a entrega inconsistente do farmaco, devido a sua baixa meia vida, tendo entdo
variabilidade na absorg¢do gastrointestinal e transporte pela BHE (POEWE et al., 2017). Sendo
assim, o principal objetivo quando utilizando L-dopa € otimizar a0 maximo a agao terapéutica
sem o aumento de concentragdo no plasma acima do limiar de discinesia. Nesse sentido, visando
a maior biodisponibilidade possivel, Carbidopa ¢ administrada em conjunto com a L-dopa
inibindo a conversao periférica antes da chegada ao SNC (REICHMANN, 2023).

Pacientes que fazem uso constante, experienciam o fendmeno “on-off” do medicamento.
Ele tem sido documentado de forma extensiva desde a implementacdo da L-dopa, sendo
observado rigidez, acinesia e crises de panico nos momentos de auséncia de efeito (MARSDEN;
PARKES, 1976), outros distiirbios de humor também podem softrer flutuagdes durante o “off”,
como ansiedade e disforia (KIM et al., 2018).

1.1.4.2. Outros tratamentos disponiveis
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Agonistas de dopamina estimulam receptores dopaminérgicos no SNC, com isso,
aliviando sinais da doenca. Apesar de seu efeito ser menor que o da L-dopa, eles sdo muito
utilizados por terem uma maior meia vida e causarem menos discinesia (HAYES, 2019).

Selegilina e Rasagilina sdo inibidores de MAO-B que sao usados no tratamento da DP,
separados ou utilizados juntos a L-dopa como forma de diminuir as flutuagdes. MAO-B ¢ uma
enzima responsavel pela degradacdo de dopamina, logo, ao utilizar inibidores da enzima,
reduzem sua atividade e aumentam os niveis de dopamina no encéfalo (YI et al., 2024)

Outros inibidores utilizados sdo os de Catecol O-Metiltransferase (COMT), enzima que
biotransforma a L-dopa. Medicamentos como Entacapona e Tolcapona reduzem a atividade da
enzima. Esses medicamentos sdo utilizados para auxiliar na reducdo de momentos “off”
induzidos pela L-dopa (MANNISTO et al., 2024). A estratégia de utilizar a Tolcapona junto
com a L-dopa ¢ menos prescrita devido ao comprometimento hepatico que ela causa no
paciente. Ja a Entacapona ¢ usada junto a Carbidopa (LCE), ela ¢ capaz de melhorar a
farmacocinética da L-dopa, possibilitando a reducao da dose de L-dopa sem reduzir o efeito
terapéutico. No entanto, a terapia combinada LCE também possui efeito colaterais como,
insOnia, tontura, nausea, diarreia e hipotensao (REICHMANN, 2023).

Existem também tratamentos nao farmacologicos que podem aliviar os sinais e melhorar
a qualidade de vida dos pacientes. Atividades como fisioterapia podem dar mais equilibrio,
forca e estabilidade aos portadores da doenca. Além disso, terapia ocupacional pode ajudar em
atividades rotineiras e a adapta-las por meio de equipamentos, caso necessario (LEE et al.,
2024).

Técnicas mais invasivas também podem ser necessarias para pacientes refratarios ao
tratamento, a Deep Brain stimulation (DBS) ¢ a implementacao de eletrodos por meio de um
procedimento cirurgico (SANDOVAL-PISTORIUS et al., 2023; SHAN et al., 2023). Os
eletrodos geram um pulso capaz de auxiliar na regulagdo de impulsos anormais.

Apesar dos tratamentos atuais prolongarem a vida do paciente ¢ melhorarem sua
qualidade de vida, nenhum deles curam a doenga. Além disso, apesar de serem tratamentos
consolidados e comprovados, flutuacdes de sinais, efeitos colaterais e progressdo da doenca
ainda ocorrem. Sendo assim, retardar a degenera¢ao da doenca e prorrogar sinais motores €
ndo-motores, devem ser os principais objetivos quando se trata de futuros tratamentos (POEWE

etal.,2017).
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1.1.4.3. Medicamentos visando a melhora de sinais nao-motores

Em relagdo ao uso de terapias dopaminérgicas para o tratamento de sinais ndo-motores,
ndo existem tratamentos padrdo para a DP, preconiza-se a melhora nos sinais motores na
esperanga de também aliviar os ndo-motores (REICHMANN, 2023). Alguns sinais nado-motores
possuem opg¢des de medicamentos que sdo utilizados clinicamente. Para depressdo, dois
medicamentos sao mais utilizados, a Paroxetina (inibidor seletivo da recaptacao de serotonina)
que tem como efeitos adversos sedacdo, disfungao sexual, anorexia e irritagdo gastrointestinal
e a Velaxin XR (inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina e da noradrenalina), que possui
os efeitos adversos hiperidrose, sedagdo, insOnia e irritagdo gastrointestinal. Em relagdo ao
tratamento para insonia, a Amitriptilina € utilizada, mas ela possui uma extensa lista de efeitos
adversos, como: constipacao, seda¢cdo matinal, retengdo urinaria boca e olhos secos (WALLER
etal., 2021).

Opcdes de tratamento para os distorbios de ansiedade na DPsdo limitados e testes
clinicos com portadores sdo raros. Um estudo testou o uso de Buspirona para o tratamento de
ansiedade por 12 semanas, onde mais de 40% dos participantes abandonaram o tratamento antes
do término do periodo e mais da metade dos individuos apresentaram piora motora ao decorrer
do tempo (SCHNEIDER et al., 2020).

A International Parkinson and Movement Disorder Society (MDS) faz revisdes
periodicas catalogando e avaliando novos estudos com tratamentos para sinais nao-motores,
com sua ultima versdo publicada em 2019. Nela, eles concluiram que, apesar de estudos
apresentando possiveis tratamentos terem aumentado significativamente, as opg¢oes de
tratamento para sinais ndo-motores seguem limitadas. Nesse sentido, o desenvolvimento de

novos tratamentos segue sendo uma prioridade (SEPPI et al., 2019).

1.1.4.4. Peptideos Terapéuticos para a DP

Devido a limitagdo dos tratamentos disponiveis, existe uma busca por alternativas,
surgindo muitas pesquisas explorando possiveis op¢des como terapia genética, nanomedicina e
peptideos.

Animais peconhentos possuem glandulas especializadas capazes de gerar secregdes que

produzem dor, paralisia ou até morte. Sendo assim, anos de pressdo evolutiva tornaram essas
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peconhas ricas em peptideos que podem agir de forma especifica em alvos fisioldgicos, devido
a sua alta especificidade com canais i0nicos e receptores (YANG et al., 2018). Um bom
exemplo, é o Exenatida (precursor do Ozempic), que é um peptideo sintético agonista de
receptores de GLP-1 com 49 residuos aminoacido, sendo utilizado no tratamento de diabetes
tipo 2. Ele foi bioinspirado no peptideo natural exadina-4 que ¢ encontrado na saliva de lagartos
da espécie Heloderma suspectum (PARKES; MACE; TRAUTMANN, 2013). Além disso, a
exenatida demonstrou propriedades neuroprotetoras em testes pré-clinicos na DP, em testes
clinicos o peptideo apresentou melhora dos sinais em pacientes com Parkinson a DP em
comparagdo com o grupo placebo (ATHAUDA et al., 2017).

O peptideo fraternina ¢ encontrada na pegonha da vespa social Parachartergus fraternus
e em um modelo de 6-OHDA de camundongos, ele se mostrou capaz de evitar
neurodegeneracao de neurdnios dopaminérgicos € melhorou déficits motores em suana dose
terapéutica de 10 pg/animal (BIOLCHI et al, 2020). Visando melhorar seus efeitos
terapéuticos e a biodisponibilidade, foi idealizado e sintetizado o peptideo fraternina-10 (Fra-
10), que possui 10 residuos de aminoacidos. A Fra-10 apresentou uma taxa de 50% de
similaridade com o um trecho do peptideo exadina-4 (Figura 3). Além disso, animais tratados
com o peptideo Fra-10 apresentou apresentaram melhora motora em relagdo ao grupo 6-OHDA,

mas demonstrou toxicidade em todas as doses testadas (MAYER et al., 2024).

Fraternina
L-S-F-K-Q-V-K-E-K-V-C-K-V-A-E-K-L-G-K-K-L-P-F-C-OH

Fraternina-10

L-S-F-Q-K-V-K-E-K-V-NH

Exadina-4

H-G-E-G-T-E-T-S-D-L-S-K-Q-M-E-E-E-A-V-R-L-F-I-E-W-L-K-N-G-G-P-S-S-G-A-P-P-P-S

Figura 3. Sequéncia dos residuos de aminoacido, dos peptideos Fraternina, Fraternina-10 e Exadina-4. Adaptado

de Mayer et al., 2024.
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1.2.Nanotecnologia no tratamento de Parkinson

O uso de nanotecnologia vem crescendo com o passar dos anos, sendo vista como uma
alternativa para a melhora de tratamentos de doengas que afligem grande parte da populagdo.
Uma area de pesquisa que a nanotecnologia vem sendo muito usada ¢ a de tratamento de cancer
(GRAVAN et al., 2023), tendo em vista que a maioria das drogas usadas ndo possuem boa
permeabilidade e solubilidade, acarretando em uma baixa biodisponibilidade do farmaco. Além
disso, muitas desses fArmacos sdo inespecificas e ja sao usadas em doses maximas, causando
varios efeitos adversos ao paciente. Nanoparticulas podem ser formuladas de forma
extremamente personalizada com um intuito especifico, dando a ela muito eficiéncia para
chegar no alvo farmacoldgico (ALABRAHIM; AZZAZY, 2022). Desta forma, nanoparticulas
se mostram opgdes muito valiosas, tendo a capacidade de aumentar a biodisponibilidade sem a
necessidade de aumentar a dose de um composto, tornando o tratamento mais eficaz € menos
custoso ao bem-estar do paciente (DIN et al., 2017). Nanoparticulas podem ser formadas de

varios materiais, possuir varios formatos e serem de tamanhos variados.

Medicamentos utilizados para a DP se encontram em uma situag¢do similar. Como ja
mencionado, os medicamentos possuem muitos efeitos adversos e provocam empecilhos a
qualidade de vida dos pacientes. Sendo assim, estratégias que tornam a entrega do medicamento
mais precisa e que facilitam a passagem pela BHE vem se tornando cada vez mais populares.
O pequeno tamanho e a alta area de superficie das nanoestruturas se mostram muito valiosas
para a passagem da BHE, sendo ela o principal fator e obstaculo em relacao a biodisponibilidade
dos farmacos antiparkinsonianos. Além disso, a nanotecnologia pode ser usada tanto no
tratamento quanto no diagndstico. Dessa forma, se mostra valiosa e ganha notoriedade para o

avanco da pesquisa em DP.

As principais nanoformulagdes utilizadas para DP s3o nanoparticulas lipidicas,
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas metalicas e nanoparticulas a base de carbono.
Estudos utilizaram nanoformulagdes acopladas a Levodopa ou dopamina visando melhorar sua
biodisponibilidade e reduzir os efeitos colaterais, ediferentes nanoparticulas e vias foram
testadas (ARISOY et al., 2020; MONGE-FUENTES et al., 2021). Nanoparticulas podem ser
usadas de forma conjunta a terapia génica, sendo um facilitador da entrada do gene ao seu local

desejado (KRSEK; BATICIC, 2024).
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1.2.1. Tipos de nanoparticulas

Normalmente, as nanoparticulas tendem ser divididas as em 3 categorias, organicas,

inorganicas e com base de carbono (figura 4).

Tipos de
Nanoformulacoes

Nanoformulagdes a base Nanoformulagoes Nanoformulagdes
de carbono orgénicas inorganicas

|
i
i

d 1 L
|
1
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Ponto A base de
s : Metilica
quéntico silica

Figura 4. Esquema representativo das nanoformulagdes mais utilizadas e seus diferentes subtipos. Adaptado de

Yadav et al., 2025.

Nanoparticulas poliméricas sdo compostas por polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, como acido polilatico e acido poliglicolico (BHARDWAJ; JANGDE, 2023).
A principal vantagem de utilizar essa nanoparticula ¢ uma liberagdo controlada com um ritmo
constante, isso reduz a frequéncia das administragdes, facilitando para o paciente e aumentando
a taxa de adesdo aos tratamentos. A liberagcdo controlada ocorre devido aos polimeros serem
dissolvidos naturalmente no corpo, sendo assim, a degradacdo da nanoparticula proporciona
uma taxa pré-determinada que o composto ¢ liberado (CHAKRABORTY et al., 2024). Um
estudo utilizou uma nanoparticula polimérica composta por acido polilatico envelopando L-
dopa com administragdo via intranasal, mostrando menos efeitos colaterais e maior
biodisponibilidade. Ele teve uma taxa de retencdo de 73% e liberou a L-dopa por 9 horas
(ARISOY et al., 2020). Ademais, outro estudo foi capaz de reduzir discinesia utilizando uma
nanoparticula auto-formuladora que forma um copolimero com a L-dopa, dessa forma

regulando sua liberagdo (VONG et al., 2020).
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Nanoparticulas metalicas apresentam muita utilidade devido as suas propriedades
eletronicas e opticas. Elas podem ser compostas por diversos metais, os principais sendo prata,
cobre, ouro, cobalto ou ferro (BURLEC et al., 2023). Nanoparticulas formadas por metais
nobres como prata e ouro possuem alta estabilidade e vém mostrando potencial em prevenir
agregacao proteica (KHAIRNAR; JHA; RAJWADE, 2023). Além disso, uma nanoparticula de
ouro foi capaz de reduzir estresse oxidativo em um modelo de MPTP em camundongo (PARK

etal., 2019).

Nanoparticulas a base de carbono possuem alta for¢a mecanica, uma grande superficie
de area e uma excelente capacidade de penetrar membranas celulares. Elas podem ser
formuladas de trés diferentes matérias: nanotubo, fulereno e grafeno. Nanoparticulas de
nanotubos possuem dois tipos estruturais de parede simples, composta por somente uma

camada de 4tomos de carbono e de parede multiplas, que possuem varias camadas (RAO et al.,

2021).

Nanoparticulas lipidicas sdo majoritariamente compostas por lipideos, elas sdo capazes
de encapsular compostos hidrofébicos e hidrofilicos. O uso de lipidios ¢ extremamente
vantajoso, tendo em vista sua alta biocompatibilidade com o corpo humano e capacidade de se
ligar com membrana das células (YADAV et al., 2025). Nesse sentido, esses fatores tornam as
nanopartioculas mais versateis e permitem maior biodisponibilidade. Nanoparticulas de base
lipidica vem sendo muito utilizadas devido a sua habilidade de entrega com fdrmacos da classe
2, baixa solubilidade e alta permeabilidade, e classe 4, baixa solubilidade e baixa

permeabilidade (GRAVAN et al., 2023).

Nanoparticulas de base lipidica sdo classificadas de acordo com a forma que se encontra
sua estrutura lipidica, podendo ser divididas das seguintes maneiras: nanoemulsdo lipidica
(NEL), nanoparticula lipidica liquida (NLL), nanoparticula lipidica so6lida (NLS), carreador
lipidico nanoestruturado (CLN) e nanocapsula lipidica (NCL) (Figura 5) (Gravan 2023).
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Figura 5. Representagdo imagética da estrutura dos principais tipos de nanoparticulas lipidicas. (A)
Nanoemuls@o Lipidica. (B) Nanocapsula lipidica. (C) Nanoparticula lipidica solida. (D) Carreador lipidico

nanoestruturado. Adaptado de Gravan et al., 2023.

Nanoparticulas lipidicas liquidas (NLL) s@o nanoformulagdes que possuem seu centro
lipidico liquido em temperatura ambiente, sendo os principais tipos nanoemulsdo lipidica

(NEL) e nanocapsula (NCL).

Nanoemulsoes sao formulacdes bifasicas, como se trata de uma jun¢do imiscivel, elas
sdo sistemas sem equilibrio que tendem a se separar. No entanto, possuem alta estabilidade
cinética. Nanoemulsdes podem ser 6leo em agua ou agua em o6leo (SINGH et al., 2017), para
aplicagdes terapéuticas sdo mais utilizadas 6leo em agua, que seriam nanogoticulas de dleo

dispersas em agua.

O termo nanocépsula surgiu pela primeira vez em 1977 (COUVREUR et al., 1977), e
pode ser definido como um sistema vesicular com uma cavidade interna de estrutura dura e
centro liquido (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Sendo assim, o composto esta
envolto por uma casca que o protege. Existem duas formas que o composto pode ser
nanoencapsulado, restringido ao centro liquido da nanocépsula ou ligado a propria estrutura
que o envolve. A capsula pode ser formada por dois substtatos, uma capsula polimérica ou uma

capsula formada por surfactante (GRAVAN et al., 2023). As NCLs vem sendo muito utilizadas
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para a passagem da BHE, auxiliando no desenvolvimento de farmacos utilizados em

tratamentos para doengas neurologicas e neurodegenerativas (MOURA et al., 2020).

A primeira vez que o termo nanoparticula solida foi usado foi em 1994, ela foi formulada
utilizando um lipideo derretido disperso em agua em temperatura a 70 °C por meio de uma
homogeneizagao de alta pressao (Schwarz 1994). NLS sao feitas de lipidios que sdo solidos em
temperatura ambiente, dessa forma, seu centro ¢ composto de uma matriz s6lida envolta pelo
surfactante, isso proporciona uma maior estabilidade a nanoformulagdo. No entanto, a
cristalizacdo do lipidio também ¢ a causa da baixa taxa de encapsulagdo do composto escolhido
(Gravan 2023). A dureza da estrutura lipidica € o fator determinante na velocidade da liberacao
do composto, dando a nanoparticula maior controle (LOIRA-PASTORIZA; TODOROFF;
VANBEVER, 2014). Além disso, podem acontecer mudangas conformacionais na estrutura do
cristal, acarretando na expulsdo do composto envolto pela nanoparticula de forma exacerbada

e sem controle (MEHNERT; MADER, 2012).

As CLNs surgiram em 2002 devido as deficiéncias das NLS relatadas anteriormente,
buscando entdo ser uma alternativa mais eficiente (Muller 2002). Diferente das NLSs, que
possuem uma matriz solida, CLNs possuem uma mistura em sua matriz sendo solida e liquida.
No entanto, em temperatura ambiente ela fica no estado s6lido. Sendo assim, as CLNs adquirem
uma maior capacidade de carreamento comparado a NLS, testada pela primeira vez usando o
retinol (Jenning 2008). Outra vantagem em relacdo a NLS ¢ que a adicdo de um oleo ao lipidio
solido previne a formacao de cristais, ou seja, ndo ha mudangas conformacionais, reduzindo a

chance da expulsio do farmaco acidentalmente (KECK; SPECHT; BRUSSLER, 2021).

1.2.2. Via intranasal no tratamento de doencas do SNC

No entanto, mesmo com o auxilio da nanotecnologia, a passagem pela BHE ainda se
mostra uma questdo importante no tratamento de doengas do SNC. Por conta disso, muitos
pesquisadores comecaram a explorar vias que a evitassem. Dessa forma, a via intranasal vem
sendo muito utilizada, ja que os compostos sdo diretamente entregues dentro do encéfalo, por
meio do bulbo olfatério (TELEANU et al., 2018), dando a possibilidade de entregar moléculas
complexas ao SNC de forma ndo invasiva (SAMARIDOU; ALONSO, 2018).

A primeira vez que foi documentada a ligag@o direta do nariz para o cérebro foi em 1937

por Faber, administrando tinta na narina de coelhos (FABER, 1937). Apesar de ter sido descrita
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no meio do século, a via ganhou notoriedade somente a partir da década de 90, com estudos
compreendendo melhor os mecanismos de transporte da via (SAKANE et al., 1991).
Adicionalmente, passou a ser vista como uma opg¢do em tratamentos de doengas

neurodegenerativas (FREY et al., 1997).

Estudos apontam que a principal passagem de compostos do nariz para o cérebro ¢ por
meio do bulbo olfatério. O entendimento dos mecanismos por tras da ligagdo direta entre o
nariz € o cérebro ainda nao foram esclarecidos completamente (SAMARIDOU; ALONSO,
2018). No entanto, a baixa permeabilidade dos farmacos pela mucosa nasal e a limpeza
mucociliar, podem se mostrar limitagdes, afetando a biodisponibilidade (AGRAWAL et al.,
2018). Além disso, encontrar o alvo farmacoldgico desejado pode ser dificultado (QUINTANA
etal.,2015). A administragdao de um farmaco livre que permeia a BHE por meio da via intransal
e outras vias ndo apresenta muito diferenga de biodisponibilidade, por volta de 1%
(SAMARIDOU; ALONSO, 2018). No entanto, quando agindo em conjunto com outro
composto, observa-se uma diferenga, como o uso de quitosana que mostrou concentragao 13
vezes maiores (VAKA et al, 2009). Visando driblar as limitagdes, a utilizacdo de

nanoparticulas se mostra muito valiosa, podendo aumentar a interacdo com a mucosa olfatoria.

A jungdo da via intranasal com a nanotecnologia tornou possivel o uso de moléculas
maiores, como peptideo e proteinas no tratamento de doengas neurodegenerativas. O primeiro
registro foi em 2007 com uma nanoparticula envelopando um neuropeptideo para o tratamento
da Doenca de Alzheimer por meio da via intranasal (GAO et al., 2007) . Desde entdo, inimeras
formulacdes de nanoparticulas vém sendo desenvolvidas buscando otimizar a

biodisponibilidade por esta via (TELEANU et al., 2018).

1.3. Modelos pré-clinicos da DP

1.3.1. Principais modelos empregados

Em relagdo a DP, ainda existem muitas perguntas a serem respondidas, especialmente
no que tange a sinais ndo-motores. Testes clinicos requerem muito mais tempo e enfrentam

maior dificuldade em encontrar grupos que se encaixem nos estudos. Dessa forma, estudos pré-
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ndo clinicos com modelos animais podem auxiliar a responder as perguntas, tendo em vista a
maior facilidade de executé-los.

Os sinais ndo-motores sao mais dificeis de serem reproduzidos em comparagdo com
sinais motores, que a grande maioria dos modelos em roedores conseguem expressar em sua
totalidade (GUIMARAES et al., 2024). Em estudos pré-ndo clinicos, muitos modelos podem
ser utilizados, sendo os principais modelos de neurotoxinas, genéticos e nao transgénicos de
alfa-sinucleina. Nenhum modelo ¢ capaz de reproduzir todos os aspectos da DP, logo a escolha
do modelo ¢ de acordo com os aspectos desejados para analise. O primeiro modelo animal
surgiu no meio do século passado, utilizando a droga Reserpina para reproduzir caracteristicas
da DP (CARLSSON; LINDQVIST; MAGNUSSON, 1957)(Figura 6). Os modelos de toxina
surgiram logo em seguida (Figura 7), tendo a capacidade de reproduzir muito bem uma
neurodegeneracao avancada de forma répida e aguda, possibilitando grandes avancgos na area.

Modelos usando as neurotoxinas foram e continuam sendo muito utilizados. Além disso,
sao um dos mais antigos, surgindo no meio do século 20 com o uso da 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) em roedores (UNGERSTEDT, 1968) (Figura 6). As toxinas mais utilizadaos sdo a 6-
hidroxidopamina, MPTP, paraquat e roteonona, sendo os modelos de 6-OHDA ¢ MPTP os mais
populares. O modelo de MPTP surgiu em 1982 (Figura), apés um adulto apresentar
sintomassinais avangados de Parkinsonda DP, apds o uso da substancia que era para ser um
analogo da heroina, mas sua formulagdo deu errado (LANGSTON, 2017). O primeiro modelo
animal de usando MPTP foi em primatas (STANLEY BURNS et al., 1984) e em camundongos
(Heikika 1984) em 1984 (Figura). Paraquat ¢ um herbicida muito utilizado, ele comecou a
ganhar atenc¢do devido a sua familiaridade 8 MPP+, que ¢ o principio ativo do MPTP. Nesse
sentido, a primeira vez que ele foi testado foi em um modelo animal em 1985 que utiliza em
sapos, onde os animais apresentaramou degeneracdo da substantia nigra (BARBEAU et al.,
1985). No entanto, a toxina foi testada em camundongos somente em 1999 (Figura), mostrando
perda de neuronios dopaminérgicos e déficits motores (BROOKS et al., 1999). O ultimo
modelo surgiu somente um ano depois, o modelo de rotenona, que também ¢ um pesticida
(BETARBET et al., 2000) (Figura 7). Além disso, como a toxina ¢ infundida no animal varia
de acordo com sua capacidade de passar a BHE, sendo de forma sistétmica (MPTP, Paraquat e

Roteonona) ou intracraniana intracerebral (6-OHDA).
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Figura 6. Estrutura quimica das principais neurotoxinas utilizadas em modelos animais.

Apesar desses modelos ja serem bastante consolidados, com o passar do tempo
percebeu-se que eles ndo retratam alguns aspectos da patologia, principalmente os corpos de
LewyCL e acumulagao o acumulo de alfa-sinucleina. Esses sdo dois aspectos que esses modelos
ndo sdo capazes de reproduzir. O primeiro modelo genético foi feito em 2000, reproduzindo a
acumulagdo o acimulo progressivoa de alfa-sinucleina e a neurodegeneracdo (MASLIAH et
al.,2000). Sendo assim, modelos genéticos foram criados com o intuito de reproduzir mutagdes
genéticas que fazem parte da DP. Existem inumeros modelos genéticos, mas os principais sao

os de mutagdes nos genes SNCA, LRRK2, parkin e PINK1 (Figura 7).

Outros modelos animais que surgiram no século 21 foram modelos ndo genéticos de
alfa-sinucleina, ou seja, a alfa-sinucleina ¢ administrada no animal. O primeiro modelo
utilizando a proteina de forma exterior exdgena foi feito associando-a com vetores virais
adenoassociados, dando origem aos modelos AAV da DP (Kirik 2002) (KIRIK et al., 2002).
Outra forma de infundir alfa-sinucleina ¢ através de fibrilas pré-formadas, as PFFs, modelos
que surgiram no comeco da década passada (LUK et al., 2012; VOLPICELLI-DALEY et al.,
2011)(Figura 7).
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Figura 7. Linha do tempo do surgimento de novos modelos animais.

Modelos de neurotoxina tem como caracteristica mais distinta sua capacidade de gerar
neurodegeneracgdo, principalmente em neurdnios dopaminérgicos. Nesse sentido, todas as
toxinas geram perda dopaminérgica em células, que ddo origem aos sinais motores e nao-
motores, mas nem em todos essa perda ¢ permanente. Nos modelos de MPTP e Reserpina, seus

efeitos sdo revertidos apds um certo tempo ap6s a administracado (DOVONOU et al., 2023).

Modelos genéticos tendem a ter resultados variados em relagdo a reproducao de aspectos da
DP, dependendo de onde foi feita a mutagdo. Nesse sentido, a neurodegeneracdo em modelos
de SNCA ¢ inconsistente, com pouca neurodegeneragdo sendo apresentada (JANEZIC et al.,
2013). Um modelo mais novo usando a bactéria (BAC)-SNCA AS3T apresentou melhora nesse
aspecto, mas a perda ainda ¢ moderada (TAGUCHI et al.,, 2020). Modelos de LRRK?2
apresentam perda de neurdnios dopaminérgicos na substantia nigra pars compacta (SNPC)

associadass ao envelhecimento (XIONG et al., 2018).

Ambos os modelos de alfa-sinucleina sdo capazes de gerar neurodegeneracdo. Modelos de AAV
em camundongos infundidos na via nigroestrtiatal apresentam perda progressiva de neuronios
dopaminérgicos na SNPC (OLIVERAS-SALVA et al., 2013). Em relagdo a modelos de PFFs,
houve neurodegeneragdo tanto quando administrado no estriado (EARLS et al., 2019) quanto

na substantia nigra (HARMS et al., 2017). Apesar de modelos de alfa-sinucleina apresentarem
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neurodegeneragao, ela ndo ¢ imediata como em modelos de neurotoxinas, demorando alguns

mescEs.

Apesar de modelos de neurotoxinas serem conhecidos pelas suas incapacidades de alfa-
sinucleinopatias, modelos como MPTP (HU et al., 2020) e rotenona (LEAO et al., 2015) sio
capazes de aumentar a concentracdo de alfa-sinucleina, ja os outros 2 modelos ndo conseguem
replicar esse aspecto da doenca (Tabela 2). Como esperado, ambos os modelos de alfa-
sinucleina, AAV e PFF, apresentam alfa-sinucleinopatias (LUK et al., 2012; OLIVERAS-
SALVA et al., 2013). Em modelos de SNCA, também ha a presenca de acumulo de alfa-
sinucleina (GIASSON et al., 2002). Nao existe consenso em relagdo a modelos de LRRK2
(LAMA et al., 2021).

Em relacdo a disfungdo mitocondrial, alguma forma de disfuncdo mitocondrial pode ser
observada em todos os modelos. Modelos de neurotoxinas tem por caracteristica inibicao de
pelo menos um complexo da cadeia transportadora de elétrons, logo 6-OHDA (KUPSCH et al.,
2014), MPTP (ARALI et al., 1990), parquat (CZERNICZYNIEC et al., 2011) e roteonona
(RAMONET et al., 2011) geram disfungdes mitocondriais. Pode ocorrer acimulo de alfa-
sinucleina na mitocondria que gera disfungdes no complexo 1, ambos modelos de AAV
(GARCIA et al., 2020) e PFF (GRASSI et al., 2018) sdo capazes de reproduzir isso. Modelos
genéticos de SNCA (MARTIN et al., 2006)e LRRK?2 também geram disfun¢do mitocondrial
(RAMONET et al., 2011) (Tabela 2).

Tabela 2. Aspectos da Doenca de Paarkinson que cada modelo animal ¢ capaz de reproduzir
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1.3.2. Reproducio de sinais nio-motores em modelos animais

Apesar de disfun¢@o em outras areas do cérebro encéfalo ser fundamental para os sinais
nao-motores, pouco se sabe sobre ela em relagdo aos modelos animais (LAMA et al., 2021).
No entanto, os sinais ndo-motores podem ser observados por meio de testes comportamentais.
Cada modelo animal tem a capacidade de reproduzir diferentes sinais da DP (Tabela 3).

Em relagdo as questdes cognitivas, a maioria dos modelos conseguem reproduzir pelo
menos algum déficit cognitivo. Modelos de doses repetidas de reserpina conseguem gerar falta
de reconhecimento de novidade (SILVA-MARTINS efal.,2021). Os outros modelos de toxinas
conseguem reproduzir varios déficits cognitivos. Para a avaliagdo de sinais ndo-motores, €
estudos em com MPTP tendem a ser em macacos (PESSIGLIONE et al., 2004), j& nos outros
modelos de toxina o uso de roedores ¢ mais comum, como com Rotenona (KAUR;
CHAUHAN; SANDHIR, 2011) , 6-OHDA (GROSPE; BAKER; RAGOZZINO, 2018)e
Paraquat (HOU et al., 2019). O modelo usando as PFFs demonstrou déficits cognitivos, mas a
insercao das fibrilas foi por meio do trato gastrointestinal (KIM et al., 2019). Em modelos
genéticos, modelos de LRRK2 aparentam apresentam resultados inconsistentes. Alguns
modelos demonstram déficits (PISCHEDDA et al., 2021), mas outros nao (BICHLER ef al.,
2013), j4 em modelos de SNCA houve redu¢do de reconhecimento social( MAGEN et al.,

2015). De forma similar aos déficits cognitivos, problemas de olfato e gastrointestinais também
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sdo vistos na maioria dos modelos animais, dos mais utilizados os sinais ndo sdo encontrados
somente no modelo de reserpina (LAMA et al., 2021).

Distarbios de sono estdo presentes em muitos modelos animais. Modelos de
neurotoxinas sdo capazes de reproduzir sinais similares aos presentes na fase prodromica. No
modelo de MPTP, déficits no sono REM e sonoléncia foram observados em primatas. Modelos
de 6-OHDA (VO et al., 2014) e rotenona (GARCIA-GARCIA et al., 2005) apresentam
comportamentos similares, porém em camundongos. Em modelos de PFF, altera¢cdes no sono
foram observadas somente quando as fibrilas foram administradas na regido do nucleo
tegmental laterodorsal (SHEN et al., 2020). Modelos genéticos de SNCA e LRRK?2 também
demonstram déficits em relacdo ao sono (CLARKE et al.,2019; CROWN et al., 2020). Quanto
a disturbios de humor, os mais estudados sdo ansiedade e depressdo. Somente modelos de
neurotoxinas, com exce¢ao de reserpina e PFF, sdo capazes de gerar comportamentos ansiosos

e depressivos nos animais (GUIMARAES et al., 2024).

Tabela 3. Sintomas motores e nao-motores que cada modelo é capaz de replicar.

Modelo  Bradicinesia Rigidez  Tremor de Rigidez Problemas de Distiirbios de Déficits Disfungdes

. Ansiedade Depressao
Postural repouso Muscular Olfato Sono cognitivos  gastrointestinais

6-OHDA V V V
NN
Reserpina V V
Paraquat VV
Rotenona VV
PFFs V
SNCA V
LRRK2 V

C S
QAL KL
AN SRS SN
AN S S S S QN
QAL K
LWL KL
WL K

1.3.3. Modelo utilizando a neurotoxina 6-OHDA

O modelo de 6-OHDA ¢ um dos modelos de neurotoxinas mais antigos e mais utilizados

em testes pré-nao clinicos da DP, sendo um contribuinte fundamental ao entendimento da
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doenca ao longo dos anos. Dessa forma, o modelo de 6-OHDA em roedores ¢ capaz de
reproduzir varios aspectos da doenga como disfungdes neurologicas além da via nigroestriatal,
estresse oxidativo, neuroinflamagao, disfuncdo mitocondrial e disfungdo mitocondrial (Lama
2021). A 6-OHDA ¢ rapidamente oxidada em produtos neurotoxicos capazes de gerar EROS e
disfuncdo mitocondrial por meio da inibi¢do da cadeia transportadora de elétrons nos

complexos 1 e 4 (VARESLIJA et al., 2020).

Quando utilizando o modelo de 6-OHDA, existem uma multitude ampla de variagdes
dentro do modelo. Primeiramente, dois tipos de lesdes sdo possiveis, sendo elas unilateral, onde
a neurotoxina ¢ infundida em um tunico lado, logo a neurodegeneracao ocorre somente em um
lado do cérebroencéfalo, ja a bilateral possui infusdo nos dois lados do cérebro tendo perda
dopaminérgica em ambos os lados. Além disso, existem algumas regides onde a 6-OHDA pode
ser infundida, as mais utilizadas sdo a do estriado e feixe prosencefélico medial, representando
mais de 60% dos estudos. A substantia nigra também ¢ muito usada (PRATES-RODRIGUES
et al., 2025). Mesmo quando as lesdes sdo na regido, eles apresentam inimeras variacdes de
coordenadas estereotaxicas, com cada laboratorio tendo a sua. Dessa forma, ndo existe um
padrdao, com muitos grupos de pesquisalaboratorios possuindo seu proprio protocolo cirurgico
(PRATES-RODRIGUES et al., 2025). Para a reproducao dos sinais nao-motores, normalmente
¢ necessario um ajuste de dose, ja que a dose precisa ser menor que a utilizada visando os sinais
motores da doenca. Dessa forma, o protocolo motor muitas vezes nao vai poder ser reaplicado
(Masini 2021), tendo em vista que o grau de neurodegeneracdo no estriado e substantia nigra
¢ dose dependente (CUI et al., 2024).

Em relagdo a sinais ndo-motores, a 6-OHDA ¢ capaz de reproduzir uma grande
variedade deles, como ja mencionado (Tabela 3). O sinal mais analisado no modelo sdo questdes
cognitivas principalmente memoria, tendo em vista alta presenca um sinal presente em
pacientes de Parkinson com a DP. Nesse sentido, a toxina conseguiu de causar déficit na
memoria espacial no teste de reconhecimento de local novo (TRON) (XIE; PRASAD, 2020).
Além disso, também foi observado déficit na memoria de novidade em modelos de lesdao
bilateral estriatal. Por meio do TRON, que consiste na apresentacdo de um objeto familiar
durante a fase de habituacdo e na apresentacdo de um objeto novo no momento do teste. Caso
o animal esteja sauddvel, ele ird mostrar preferéncia pelo objeto novo. Animais que
apresentaram déficit cognitivo ndo sdo capazes de distinguir entre os objetos tanto em testes de

memoria de curto prazo, com espago entre a habituacdo e o teste de até¢ 2 horas (BONITO-
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OLIVA et al., 2014) , quanto em testes de memoria de longo prazo, onde a diferenca ¢ de 24
horas (MASINI et al., 2018). A 6-OHDA também foi capaz de gerar déficits relacionados a
aprendizagem nos testes de labirinto aquatico de Morris (YANG et al., 2020) e labirinto de
Barnes (BETANCOURT et al., 2017).

Em relacdo a reproducdo de comportamentos ansiosos, 0 modelo de 6-OHDA se mostra
capaz de reproduzi-los. A principal forma que estudos avaliam o comportamento ¢ por meio do
teste do labirinto em cruz elevado (LCE) (CHEN et al, 2014; CUI et al, 2024). O
comportamento também pode ser avaliado com o tempo passado no centro do teste do campo
aberto (OF). O OF ¢ o teste comportamental mais utilizado no modelo de 6-OHDA, sendo usado
para avaliar atividade motora espontanea (PRATES-RODRIGUES et al., 2025).

Sinais de depressdo também podem ser observados em estudos com 6-OHDA.
Normalmente apatia, anedonia, falta de esperanga e desespero sdo 0s comportamentos
apresentados. O teste de nado for¢ado avalia apatia, fata de esperanca e desespero e, o teste de
preferéncia por sucrose avalia anedonia (PRATES-RODRIGUES et al., 2025).

Muitos distirbios do sono podem ser replicados nesse modelo, como fragmentagdo do
sono, redug¢dao do sono REM, lapsos de sono NREM (HUNT et al., 2022). Dessa forma, o
modelo de 6-OHDA pode ser usado para analises com de disfungdes circadianas. As avaliagdes
foram feitas por eletroencefalograma (EEG) e eletromiografia com o auxilio de eletrodos

implantados nos animais (MEDEIROS et al., 2023).
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivos gerais

Avaliar os efeitos antiparkinsonianos (sinais motores € nao-motores) ¢ a toxicidade do
peptideo nanoencapsulado Fraternina-10 em um modelo experimental da Doenga de Parkinson.
Para tanto, foi realizada a padronizacao de um modelo da Dp em camundongos com a presenca

de sinais ndo-motores.

2.2.0Dbjetivos especificos

- Formular a nanoparticula encapsulando o peptideo Fraternina-10.

- Atestar a estabilidade dos aspectos fisico-quimica da nanoformulagao, formada pela

jungdo da nanocépsula e da Fraternina-10 (NF-10).

- Analisar a toxicidade do NF-10 e da Fraternina-10 livre em protocolo de dose Unica.
-Avaliar a histopatologia do NF-10 e da Fraternina-10 livre no protocolo de dose unica.
- Padronizar os objetos utilizados no teste de reconhecimento de objeto novo (TRON).
- Encontrar uma dose de 6-OHDA capaz de gerar sinais ndo-motores.

- Avaliar a capacidade do protocolo de 6-OHDA unilateral de gerar sinais tipo ansioso

Nnos animais.

- Avaliar a capacidade do protocolo de 6-OHDA unilateral de gerar déficits cognitivos

no TRON.

- Avaliar o efeito terapéutico da NF-10 nos sinais tipo ansioso e nos déficits cognitivos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Nanoparticula

3.1.1. Producao da nanoparticula

Para a realizagdo desse trabalho foi utilizado o peptideo Fraternina-10. Ele foi adquirido
da empresa Biointech utilizando a técnica de sintese em fase sélida para sua sintese. A pureza
do peptideo foi averiguada por meio de cromatografia liquida de alta pressdo (Anexo A). Sendo
assim, foi produzida uma nanoparticula lipidica com ntcleo liquido do tipo nanocapsula (NLC),
a partir do protocolo modificado de Ombredane et al. (2020) (OMBREDANE et al., 2020). Ela
¢ constituida por uma base de oligossacarideo lactato de quitosana (OLQ) (523682, Sigma
Aldrich®) e lecitina (Lipoid E 80, Lipoid®) para muco adesdo. A lecitina foi utilizada como
surfactante da nanoestrutura. Foram constituidas duas formulagdes, a primeira foi uma
nanoparticula branca (NB) (Figura 8 A) composta somente pelos elementos da nanocépsula,
estando vazia, ou seja, apenas o carreador. J4 a segunda nanoparticula foi formulada

encapsulando o peptideo Fraternina-10 (NF-10) (Figura 8 B).
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Figura 8. Nanoformulagdes produzidas do tipo nanoparticula lipidica com o nticleo liquido, do tipo nanocapsula.
(A) Nanoparticula branca composta somente pela estrutura da nanoparticula sem carrear o peptideo. (B)

Nanoparticula envelopando o peptideo Fraternina-10. Figura desenvolvida com Biorender.
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Anterior a preparacdo das nanoformulagdes, todos os utensilios necessdrios foram
esterilizados, utilizando uma autoclave. Posteriormente, todos os substratos foram
quantificados em uma balanca de precisdo e separados para a realizacao das nanoformulacdes

(Tabela 4).

Tabela 4. Composigdo das nanoformulagdes produzidas.

388.8 mg de lecitina+ 194,4 mg oleo de oliva+ 25,2 mg
de oligossacarideo lactato de quitosana + 6 mL de PBS

Nanoparticula Branca (NB)

388,8 mg de lecitina + 194,4 mg oleo de oliva + 25,2

Nanoparticula + Fraternina-10 (NF-10) myg de oligossacarideo lactato de quitosana + 6 mL de PBS + 12
mg Fraternina-10

No processo de producao da estrutura lipidica revestida pelo surfactante (lecitina),
foram colocados em tubo de 50mL, 388,8 mg de lecitina (Lipoid E 80, Lipoid®), 194,4 mg
0leo de oliva (6leo de oliva Extra virgem, Gallo Portugal®) e 12 mg de Fraternina-10 (no caso
da NLC). Em seguida, foi adicionado 6 mL de alcool etilico e a solugdo resultante foi agitada
em um agitador tipo vortex até estar visualmente homogénea, assim sendo transferida para um
baldo de fundo redondo. Visando a evaporagao do etanol, foi utilizado um rotaevaporador com
temperatura por volta de 60-70 °C e pressao a 50 mBar, durante 30-40 minutos a depender da
formacdo que forma a capsula e evaporagdo total do alcool etilico. O processo de formulagado
para ambas as formulagdes ¢ idéntico exceto pela auséncia do peptideo encapsulado na NB

(Figura 9).
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Figura 9. Processo de formacdo da nanocapsula. (A) Formulagdo da nanoparticula branca (NB). (B)

Formulagao da nanoparticula + Fraternina-10 (NF-10). Figura desenvolvida com Biorender.

Apos a formacgdo do revestimento, OLQ foi diluida em tampao fosfato salino (PBS) e
passou por uma agitacdo mecdnica até a sua homogeneizacdo. Em seguida, a solugdo foi
transferida ao balao onde se encontra a matriz solida lipidica. Foi utilizado um cellscraper para
descolar a matriz do baldo e junta-la com a solucdo de OLQ em solu¢do salina tampao com
fosfato (do inglés Phosphate-buffered saline - PBS). Depois da matriz estar descolada, essa
nova solucdo foi transferida para um tubo falcon de 50mL e foi agitada mecanicamente visando
uma melhor homogeneidade da solu¢do. Com a solugdo homogénea, ela foi posta em um
sonicador em banho de gelo durante 30 minutos com pulso continuo com 40% de amplitude.

Ap6s esse periodo, a formulacao estava completa (Figura 10).
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Figura 10. Formulagio da nanoparticula lipidica liquida, do tipo nanocéapsula. Figura desenvolvida com Biorender.

Apos a formulagdo de ambas as nanoparticulas, foram feitas aliquotas de 120 pL para
sua caracterizacdo fisico-quimica. Todas as amostras utilizadas, tanto para andlise fisico-

quimica quanto para tratamento, foram armazenadas a 4 °C.

3.1.2. Analise Fisico-Quimica

Visando averiguar a estabilidade da nanoparticula, foi analisada seus aspectos fisico-
quimicos por 120 dias. As analises foram feitas nos dias 1, 7, 15, 30, 90, 120, sendo considerado

o dia 0, o dia da sua formulacdo (Figura 11).

Figura 11. Esquema temporal de formulagdo, armazenag@o e caracterizagdo das nanoparticulas.
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Para a analise das caracteristicas fisico-quimicas foi utilizada a técnica de espalhamento
dinamico de luz por meio do instrumento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern® Instruments, Ltda).
Foram medidos o indice de polidispersdao (PDI), potencial zeta e didmetro hidrodinamico
médio. Foram feitas duas andlises diferentes no equipamento, uma de tamanho e outra de
Potencial Zeta. Sendo assim, para a leitura a aliquota da nanoformulacdo, a amostra foi diluida
em 1080ul. de PBS. Primeiramente, foi medido o potencial hidrogenionico (pH) da
nanoparticula utilizando uma fita indicadora de pH. Em seguida, foi colocada em uma cubeta
(DTS0012) (Figura 12 A) para a analise do tamanho da nanoparticula, com as seguintes
conformagdes para a leitura, 10 corridas feitas em triplicata, temperatura a 25 °C com 30
segundos de tempo de equilibragdo e anélise em resolugao normal (Figura 12 C). Apds a andlise
de didmetro hidrodindmico, a amostra foi transferida para uma cubeta (DTS1070) (Figura 12
B) para a realizagdao da andlise de Potencial Zeta, seguindo as conformacdes de leituras da

analise de tamanho (Figura 12 C).
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Figura 12. (A) Cubeta (DTS0012) utilizada na analise de diametro hidrodindmico. (B) Cubeta (DTS1070)
utilizada na andlise de potencial zeta. (C) protocolo de analise das caracteristicas fisico-quimicas no Zetasizer

Nano ZS90. Figura desenvolvida com Biorender.
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Para a andlise morfologica da nanoparticula foi utilizada a microscopia eletronica de
transmissao (MET). Para a realizagdo da microscopia foi necessario diluir 1 pl das

nanoparticulas em 300 pl de solucdo de isopropanol e dgua deionizada 50% (v/v).

3.2. Sujeitos experimentais e aspectos éticos

Para os experimentos in vivo, a pesquisa foi realizada de acordo os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e em concordancia com a Lei Arouca (Lei 11.794/2008), que regulamenta o uso de
animais para fins de pesquisa cientifica. Dessa forma, nesse estudo foram utilizados
camundongos machos Swiss mus musculus. A Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade de Brasilia (UnB), aprovou este projeto sob protocolo n® 23106.017341/2024-17
(Anexo B) e sob protocolo n® 032/2020 (Anexo C). A fase in vivo do projeto foi dividida em
duas partes, a do protocolo toxicologico e a do protocolo ndo-motor da DP. Nesse sentido foram

utilizados 96 animais no total, incluindo todos os ensaios.

3.3. Analise Toxicologica

3.3.1. Protocolo

Os ensaios de toxicidade de dose tnica foram feitos de acordo com GUIA PARA A
CONDUCAO DE ESTUDOS NAO CLINICOS DE TOXICOLOGIA E SEGURANCA
FARMACOLOGICA NECESSARIOS DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS
desenvolvido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), versdao 2 (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2013). De acordo com o guia ¢ possivel executar dois estudos
para averiguar sua toxicidade e seguranca, o protocolo de administracao de dose tinica (PADU)
e o protocolo de administracdo de dose repetida (PADR). Nesse trabalho somente estudos de
dose unica foram feitos, nesse protocolo os animais receberam o tratamento uma unica vez e

foram observados por 14 dias.

Sendo assim, os seguintes grupos experimentais foram feitos, o controle negativo que
recebeu solucdo salina, a nanoparticula branca (NB) o qual recebeu somente a nanoestrutura

sem a presenca do peptideo e os 3 grupos do peptideo nanoencapsulado pela nanoparticula (NF-
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10) em diferentes doses, 5 pg/animal de Fra-10 envelopados na nanoparticula administrados
em um volume de 5 pL, 10 pg/animal de Fra-10 envelopados na nanoparticula administrados
em um volume de 5 pL, 20 pg/animal de Fra-10 envelopados na nanoparticula administrados
em um volume de 10 pL. Por ultimo, 3 grupos do peptideo livre diluido em salina, 5 pg/animal
de Fra-10 diluida em SuL de salina, 10 pg/animal de Fra-10 diluida em 5 pL salina, 20
pg/animal de Fra-10 diluida em10 pL salina (Tabela 5). Os tratamentos foram administrados
por via intranasal, por meio de uma agulha conectada a um fio ligada a uma seringa Hamilton
(700 series, Microliter #750 Luer Tip (LT) Syringe). Para administracdo, os animais eram

sedados por meio do anestésico Isoflurano.

Tabela 5. Grupos experimentais do protocolo de toxicidade.

Grupo Experimental I'ratamentos
Veiculo 5 v
solugdio salina a 150nM Sul
(n=8)
Nanopar(:nilgl)n S 5 uL/animal da nanoparticula lipidica Sul
2 ina-10 4 S :
Sl ‘5(::5’8; SRuopabey s 5 ug/animal de Fraternina-10 envelopada pela nanoparticula Sul
Fraternina-10 (10pg) + Nanoparticula 10 pg/anmimal de Fraternina-10 envelopada pela Sl
{n=8) nanoparticula
Fraternina-10 (20pg) + Nanoparticula 20 pg/ammal de Fraternina-10 envelopada pela 10uL.
(n=8) nanoparticula L
I-rntemln:(l;l_()s() Spg)Livre 5 pg/animal de Fraternina-10 diluida em salina Sul
l‘rntcrmna(—[l‘(:gmgj e 10 pgfanimal de Fraternina-10 diluida em salina Sul
AV T :
: mlemma('ll(lé.;oug) e 20 pgfanmimal de Fraternina-10 diluida em salina 10pL

Durante os 14 dias, foram observados a massa corporal e sua coordenacdo motora por meio
do teste de equilibrio motor no cilindro rotatorio (Rotarod). Os ensaios foram feitos duas vezes
ao decorrer do protocolo, no primeiro dia e no décimo quarto dia (Figura 13). Além disso, foi

realizada uma pesagem didria dos animais, visando monitorar a sua massa corporal.
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Figura 13. Esquema do protocolo de toxicidade de dose tnica e testes comportamentais utilizados. Pontos

azul representam dias com o desafio no teste do Rotarod e o ponto rosa representa a eutanasia dos animais.

3.3.2. Ensaios comportamentais

Visando analisar coordenagdo motora dos animais, o segundo teste utilizado foi o cilindro
rotatorio (Rotarod). O aparato do teste possui um cilindro rotatério com velocidade regulavel e
¢ dividido em 5 baias individuas onde os animais sdo colocados (Figura 15). No Rotarod ¢
medida a laténcia de queda dos animais, averiguando possivel toxicidade influenciando a

habilidade motora do animal.

Os animais sdo colocados no cilindro cada um em uma baia, todos virados para o fundo do
aparato. O teste possui a duragdo de 5 minutos, tendo seu inicio assim que o cilindro comega a
girar, com a velocidade de 4 rotagdes por minuto (RPM) e sua rotacdo aumentava de forma
progressiva chegando até¢ 40 RPM. Dessa forma, foi analisada a laténcia de queda de cada
animal, caso o animal ndo caisse era computado a laténcia de 300 segundos, considerado o

tempo maximo do teste.
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Figura 14. Imagem do teste do Rotarod utilizado no protocolo de dose unica. Figura desenvolvida com

Biorender.

Por ltimo, a massa corporal dos animais foi acompanhada diariamente durante a totalidade
do protocolo. Para averiguar a flutua¢do da massa de cada animal foi feito um indice de variacao
de massa (IVM). O IVM ¢ calculado da seguinte forma, a massa final menos a massa inicial do

animal divido pela massa final.

3.3.3. Eutanasia, coleta e armazenamento dos 6rgaos

Ap0s os 14 dias de protocolo, os animais foram eutanasiados por overdose de Tiopental (60
mg/kg, via i.p.). Os seguintes Orgaos foram retirados, pulmao, rim, figado e encéfalo. Com
excecao do encéfalo, a massa e o volume de cada 6rgdo foram medidos. A massa foi registrada
em uma balanga analitica (Tecnal) e seu volume foi calculado através de um pletismometro
(Bonther). Depois da retirada dos 6rgdos eles foram transferidos uma solug¢@o de formaldeido a
4% em PBS onde permaneceram por 24 horas armazenados a 4°C para maior fixagao do tecido.
Em seguida, eles foram retirados dessa solug¢do e colocados em uma solugao de sacarose 30%
em PBS por 48 horas visando a desidratacdo dos o6rgdos, eles continuaram armazenados na
temperatura de 4°C para que o tecido fosse crioprotegido, prevenindo a perda da sua
citoarquitetura. Por Ultimo, apds esse procedimento os Orgdos estavam prontos para

congelamento, onde eles foram imergidos em isopentano por 20 segundos, em seguida
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embrulhados em papel aluminio devidamente identificado e armazenados em um congelador a

-80 °C.

3.3.4. Histologia

Apo0s o congelamento, os o6rgaos foram seccionados em um criostato (Leica CM1850)
em fatias de 50 uM de espessura, utilizando o meio de inclusdo Tissue-Tek® (Sakura®). As
secgoes foram selecionadas, coletadas por um pincel e transferidas para uma placa de 24 pogos
contendo solucdo antifreezing (30% de etilenoglicol, 30% de glicerina e 40% de agua
destilada). Primeiramente, antes das laminas receberem os cortes, elas foram gelatinizadas com
uma solu¢do de gelatina em pd (Vetec Quimica Fina, Sigma-Aldrich) e sulfato de cromo
potassico (Divisione Chimica Industriale - Milano), 3 cortes foram dispostos em cada lamina.

Em seguida, as 1dminas montadas foram secas em estufa a 37°C por 24 horas.

Visando a identificagdo de anomalias morfoldgicas como tumores, necroses e
hemorragias, foi utilizada a coloracdo de Hematoxilina-eosina (H.E.). Todo o processo de
coloragdo H.E. foi realizado em uma capela de fluxo laminar ap6s a secagem das laminas. As
laminas foram inicialmente imersas em agua destilada por 10 segundos. Em seguida, foram
submersas na solucdo de hematoxilina de Harris, com tempos de permanéncia ajustados de

acordo com o tipo de tecido e o estado do corante, que ¢ fotossensivel.

Logo depois, as laminas foram lavadas em dgua corrente e destilada, seguidas por imersao
em solugdo diferenciadora contendo agua destilada e hidroxido de amoénio (NH4OH), e
novamente em agua destilada. Esse mesmo processo foi novamente com solucao de acido
cloridrico (HCl). Em seguida, a laminas foram submersas em solug¢dao de eosina-floxina por
cerca de 1 minuto, podendo variar para cada tipo de tecido e da degradacdo do corante.
Posteriormente, as laminas foram lavadas em dgua corrente e destilada, depois foram realizadas
imersdes em solugdes de etanol em concentragdes crescentes (50%, 70%, 90% e 100%). Por
ultimo, as laminas foram submersas em xilol (Dindmica®, Brasil) por 90 s duas vezes. Anterior
a utilizagdo dos corantes ambos foram filtrados para remog¢ao de impurezas. Finalmente, apds
a coloragdo das laminas, elas foram montadas com laminulas de vidro (Exacta, Brasil) usando

Entellan® (Merck KGaA©, Alemanha) como meio de montagem.
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A andlise morfoldgica foi realizada por meio de um microscopio optico (Leica DM2000),
fotos foram tiradas das laminas utilizando uma camera digital (Leica DFC 310 FX) acoplada

ao microscopio, que também possui um software de captura de imagens (Leica, Las V4.1.0).

3.4. Sinais nao-motores no modelo de DP em camundongos

3.4.1. Padronizacao do modelo

Tendo em vista a necessidade de estabelecer um modelo de sinais ndo-motores da DP no
Laboratorio de Neurofarmacologia da UnB, foi necessario realizar a padronizagao de um novo
protocolo. Sendo assim, a dose da neurotoxina 6-OHDA foi estabelecida, além disso, foram
avaliados quais sinais eram reproduziveis com o protocolo cirurgico padrao do laboratorio.
Somente apos estabelecer esses pardmetros, o peptideo envelopado pela nanoparticula foi

testado.

3.4.2. Neurocirurgia

Visando replicar os sinais ndo-motores da DP, foi realizada uma cirurgia estereotaxica com
lesdo de forma unilateral, com uso do composto neurotdéxico 6-OHDA (Sigma-Aldrich®) na

regido do estriado.

Anterior ao procedimento cirirgico, os animais foram anestesiados por meio da via
intraperitoneal (I.P.) com a Acepromazina (2,5 mg/kg i.p; Vetnil), apds 15 minutos foram
administrados cloridato de quetamina (75 mg.Kg-1; Ceva, Brasil) e cloridato de xilasina (15
mg.Kg-1; Ceva, Brasil) diluidos em solugdo fisiologica (150 mM). Em seguida, os animais
foram fixados em um estereotdxico (Insight Equipamentos®, Brasil) para que o procedimento
cirargico fosse iniciado. Posteriormente, foi administrada uma inje¢do local de lidocaina (30
mg.mL-1, Dentsply Pharmaceutical, Brasil), depois foi feita a assepsia do local com
iodopolividona 10% (Vic Pharma®, Brasil), para que entdo pudesse ser realizada a tricotomia
da cabeca expondo o cranio do animal, para que ele estivesse pronto para as medicdes
estereotaxicas. A regido alvo do estriado foi estimada por meio do bregma como referéncia, nas

seguintes coordenadas, AP (anteroposterior): +0.4mm, ML (mesolateral): -1,8mm e DV
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(dorsoventral): -3.5mm, de acordo com o Atlas Estereotdxico de Paxinos e Franklin (2001).
Para a infusdo foi utilizada uma agulha de 0,3 mm de didmetro acoplada a uma bomba de
infusdo. Dessa forma, foi infundida a 6-OHDA (Sigma®) (10ug base livre/uL em solugdo salina
0,9% e acido ascorbico 0,2%) a uma taxa de 0,5ul por minuto. Para garantir que o conteudo
ndo extravase e fosse difundido na sua totalidade no estiado, a agulha permaneceu por mais 3

minutos apos a infusao.

Posteriormente, foi feita uma sutura fechando o corte feito na pele do animal, depois foi
aplicada um antimicrobiano topico para melhor cicatrizag@o e prevencao de infec¢do. Apos a
cirurgia os animais receberam 200 pL de salina glicosilada durante 4 dias por via parenteral.
Além disso, foi dado aos animais suplementacdo alimentar e racdo macerada com agua para
facilitar a alimentagdo deles, por via enteral. Essas provisoes foram feitas com o objetivo de

evitar desnutri¢do e reduzir a mortalidade apds cirurgia.

3.4.3. Padronizaciao da dose da neurotoxina

A partir de uma mesma solucao de 6-OHDA (Sigma®) (10 pg base livre/uL. em solucao
salina 0,9% e acido ascorbico 0,2%), foram testados dois volumes diferentes de 6-OHDA,
visando avaliar qual reproduziria os sinais ndo-motores avaliados. A concentragdo de ambos os
volumes ¢ a mesma de 6-OHDA (Sigma®) (10pg base livre/pL em solugdo salina 0,9% e acido
ascorbico 0,2%). Como primeiro teste, foi usado o volume padrao do laboratorio de 4 pL (40
pg/animal), que reproduz perda motora severa nos animais (Avohay, 2016). Um volume menor
de 3 puL (30 pg/animal) foi estabelecido, visando uma lesdo mais parcial da substantia nigra e
estriado. Sendo assim, foram utilizadas duas doses de 6-OHDA, 40 pg/animal e 30 pg/animal,

no mesmo protocolo cirtrgico, utilizando as mesmas coordenadas e a mesma taxa de infusao.

3.4.4. Protocolo experimental de 15 dias

Visando avaliar os sinais nao-motores que a lesao era capaz de reproduzir, foi estabelecido
um protocolo com duragdo de 15 dias, sendo o dia do procedimento cirargico considerado o dia

0. O objetivo do protocolo primeiramente era a avaliar se houve sinais ndo-motores apos a
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administracdo da 6-OHDA em duas doses, em relagdo ao grupo veiculo. Sendo assim, nesse
periodo foram feitos testes comportamentais avaliando comportamentos do tipo ansioso, a
memoria de longo prazo e a mobilidade dos animais. Os testes comportamentais foram feitos
nos dias 12 a 15 do protocolo, na seguinte ordem: labirinto em cruz elevado, campo aberto e

teste de reconhecimento de objeto novo.

Ap0s isso, uma dose de 6-OHDA foi determinada e sua capacidade de reproduzir sinais
nao-motores avaliada. Em seguida, a avaliacdo terapéutica da NF-10 foi feita. Nesse protocolo,
o grupo NF-10 foi analisado em relagdo aos grupos veiculo e 6-OHDA 30 pg/animal (Tabela
6). O grupo veiculo foi infundido com somente a solug¢do veiculo no volume de 3 pl. O grupo
tratamento com NF-10 (10 pg/animal) foi feito posteriormente apds a padronizagdo, sendo
infundido com a dose de 6-OHDA de 30 pg/animal, os animais foram tratados todo dia durante
o periodo de 15 dias e passaram pelo mesmo protocolo (Figura 16). Todos os ensaios foram
gravados por uma camera digital (Intelbras) e analisados pelo software Anymaze (Stoelting Co.,

USA).

Tabela 6. Grupos experimentais do protocolo de sinais nao-motores em um

modelo da DP em camundongos.

Grupo Experimental Infusao

Veicul
(:i;)o solugdo salina 0,9% e acido ascorbico 0,2%
6-hidroxidopamina (6-OHDA) 30 pg 3uL de 6-hidroxidopamina (10 pg base livre/uL em solugao salina 0,9% e
(n=8) acido ascorbico 0,.2%)
Fraternina-10 (10pg) + Nanoparticula 3uL de 6-hidroxidopamina (10 pg base livre/uL em solugao salina 0.9% e

(n=8) acido ascorbico 0,2%)
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Trat:

Figura 15. Esquema temporal do protocolo de sinais ndo-motores da DP em camundongos. Dia 0, sendo o dia da
cirurgia estereotaxica, dia 1-15 tratamento pela via intranasal, dia 12 teste do Labirinto em cruz elevado, dia 13 o
teste do campo aberto, dia 14 habituagao do TRON, dia 15 o teste de reconhecimento de objeto e dia 16 a eutanasia

dos animais.

3.4.5. Testes Comportamentais

3.4.5.1. Labirinto em Cruz Elevado

Labirinto em Cruz Elevado (LCE) é um teste muito utilizado para a avalicdo de

comportamentos do tipo ansioso (Lister, 1987). O aparato ¢ composto por 4 bracos, sendo dois

deles fechados por paredes e dois abertos (Figura 17), com todos possuindo 10 cm de largura,
comprimento de 50 cm em cada braco e 55 cm de altura para o chao. Tendo em vista, a
tendencia dos camundongos de ficarem em ambientes fechados, a propor¢ao que o animal passa
em cada tipo de braco determina seu nivel de ansiedade. Nesse teste, foram analisadas as
porcentagens de tempo passado em cada tipo de brago (aberto e fechado), calculado da seguinte
forma para os bragos abertos: tempo total nos bragos abertos divido pelo tempo total em todos
os bragos, para os bracos fechados: o tempo total nos bragos fechados dividido pelo tempo total

passado em todos os bragos multiplicado por 100.


https://link.springer.com/article/10.1007/BF00177912
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Figura 16. Teste do labirinto em cruz elevado, utilizado no protocolo como indicador de comportamentos

ansiosos.

3.4.5.2. Teste do campo aberto — Open Field

Visando avaliar aspectos de movimentagdo espontanea e habituar o animal para o teste
do TRON, foi feito o teste do campo aberto. A arena do teste possui formato quadrado medindo
40 x 40 cm (Figura 18). O aparato possui cor preta tanto no fundo quanto em suas paredes.
Nesse teste, foram avaliados os seguintes fatores, distancia total percorrida, velocidade média

e tempo total imovel.

Figura 17. Teste do campo aberto quadrado, utilizado no protocolo como indicador de mobilidade.
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3.4.5.3. Analise de déficits cognitivos pelo TRON

O Teste de Reconhecimento de Objeto Novo (TRON) é um teste de memoria, que se
baseia na preferéncia do camundongo por novidade (DENNINGER; SMITH; KIRBY, 2020).
Nesse teste, foi avaliada a memoria de longo prazo, sendo dividido em dois dias, o de habituacao
e o de teste (Figura 19). Primeiramente, o animal € colocado na arena com dois objetos idénticos
e ¢ permitido andar livremente por 5 minutos. Os objetos estdo no centro da arena e a 10 cm da
parede do lado que ele se encontra. No dia seguinte (24 h), um dos objetos familiares ¢ trocado
por um objeto novo, que o animal nunca interagiu. Dessa forma, o teste consiste em avaliar
interacdo do animal com o objeto novo e o familiar. A porcentagem de tempo total que o animal
passou interagindo com cada objeto foi avaliada, sendo considerado interagdo somente se o

focinho do animal estava virado para o objeto em um raio de 3 cm.

24 horas

. - B

5 minutos 5 minutos

Figura 18. Teste de reconhecimento de objeto novo utilizado no protocolo como indicador de
memoria de longo prazo. Habituag@o ao objeto familiar e 24 horas depois um dos objetos ¢ trocado por

um objeto novo.

3.4.5.4. Eutanasia, perfusio transcardiaca e retira dos encéfalos

Ao fim do protocolo, os animais passaram pela eutanasia por overdose de Tiopental (60
mg/kg, via 1.p.). Foi checado caso o animal ainda sentia dor pelos reflexos e retirada dos

membros, verificando a profundidade da anestesia, entdo foi feita uma perfusao transcardiaca.
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A caixa toraxica do animal foi aberta e o coragdo foi perfundido por 10 mL de PBS, visando a
remog¢ao do sangue. Em seguida, foi perfundido no mesmo local com 10 mL de formol para

melhor fixa¢do do encéfalo.

Apos a perfusao, foi feita remocao do encéfalo, que foi emergido em solucdo de formaldeido
a 4% em PBS por 24 horas e armazenado em a 4 °C. Ao fim das 24 horas, eles foram colocados
em uma solucdo de sacarose 30% em PBS por 48 horas visando a desidratacdo dos orgaos,
novamente armazenados na temperatura de 4°C para que o tecido fosse crioprotegido,
prevenindo a perda da sua citoarquitetura. Finalmente, os encéfalos foram congelados sendo
emergidos em isopentano por 20 segundos, em seguida, forma embrulhados em papel aluminio

e armazenados em um congelador a -80 °C.

3.4.5.5. Imuno-histoquimica

Apds o congelamento, os 6rgdos foram seccionados em um criostato (Leica CM1850) em
fatias de 50 uM de espessura, utilizando o meio de inclusdo Tissue-Tek® (Sakura®). As se¢des
foram selecionadas, coletadas por um pincel e transferidas para uma placa de 24 pogos contendo
solugdo antifreezing (30% de etilenoglicol, 30% de glicerina e 40% de agua destilada).
Primeiramente, antes das laminas receberem os cortes elas foram gelatinizadas com uma
solucdo de gelatina em pd (Vetec Quimica Fina, Sigma-Aldrich) e sulfato de cromo potassico
(Divisione Chimica Industriale - Milano), 3 cortes foram dispostos em cada 1amina. Em seguida

as laminas montadas foram secas em estufa a 37°C por 24 horas.

Para a andlise da degradacdo dopaminérgica foram feitas marcagdes com tirosina
hidroxilase, visando marcar neurdnios dopaminérgicos. Primeiramente, os cortes foram lavados
em PBS durante 10 minutos 3 vezes, apos, eles passaram 1 hora em agitagdo constante
emergidos em uma solucdo composta por PBS com 0,8% Triton X-100, 1% albumina sérica
bovina (BSA), 10% leite desnatado em p6 Molico®, 15% de glicina 0,3 M e 0,1% Tween-20.
Entdo os cortes foram incubados com o anticorpo primario policlonal anti-tirosina hidroxilase
produzido em coelho (Invitrogen, OPA1-04050) sob agitagdo constante overnight. Ao fim da
incubagdo do anticorpo primario os tecidos foram lavados com PBS por 10 minutos 2 vezes.
Em seguida, foram incubados por 2 horas sob agitacdo constante, em temperatura ambiente e

no escuro, com o anticorpo secundario, policlonal anti-IgG de coelho conjugado ao fluor6foro
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Alexa Fluor® 488 produzido em cabra (Thermo, A11034), diluido a 1:500 em PBS contendo

1% de BSA. Os tecidos foram novamente lavados duas vezes com PBS por 10 minutos cada.

As laminas foram montadas utilizando meio de montagem com DAPI (Sigma-Aldrich®).
Foi aplicada uma gota do meio em cada um dos cortes e deixada 5 minutos em temperatura
ambiente antes das laminulas serem colocadas. Ap6s a montagem das laminas, elas foram

armazenadas a 4°C sem contato com a luz até o momento da analise.
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4. RESULTADOS

4.1. Nanoformulacao

4.1.1. Diametro HidrodiniAmico

O diametro hidrodinamico foi medido durante 120 dias, em ensaios em triplicata, visando
analisar a variacdo de tamanho das nanoformulagdes, nanoparticula branco (NB) e
nanoparticula associada a Fraternina-10 (NF-10) (Figura 20). Observou-se que a NF-10
apresentou um tamanho maior nos tempos avaliados a partir do D7. A andlise estatistica
utilizada foi a ANOVA de duas vias. Diferenca estatistica foi observada entre os dias [F (6, 34)
=4,710; p<0,01], além disso, também houve diferenca estatistica entre as nanoformulagdes [F
(1, 34) = 56,32; p<0.0001]. Em seguida, um teste de Tukey de comparacdo multipla foi
excetuado houve diferenca estatica entre as nanoformulagdes do mesmo dia durante todo o
periodo de medicao, dia 1 [P<0.0001], dia 7 [P<0.0001], dia 15 [P<0.0001], dia 30 [P<0.0001,
dia 60 [P<0.0001], dia 90 [P<0.0001], dia 120 [P<0.0001]. No entanto, nenhuma diferencga foi
observada durante os 120 dias comparando ambas as nanoformulagdes com elas mesmas

[p>0.05].
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Figura 19. Diametro hidrodindmico em nanometros medido com a técnica de espalhamento dinamico de
luz utilizando o instrumento Zetasizer Nano ZS90, a medicao foi feita nos seguintes dias, 1, 7, 15, 30, 60,
90 e 120. Os testes estatisticos utilizados foram ANOVA de duas vias e pds teste de compara¢des multiplas
de Tukey. (****) equivale p<0.0001 em relagdo a nanoparticula branca (NB) no mesmo dia de analise da
nanoparticula acoplada a Fraternina-10 (NF-10). Sendo assim, a diferenca encontrada ¢ comparando as
nanoformulac¢des em seus respectivos dias de medicao, ou seja, NB e NF-10 do dia 1, NB ¢ NF-10 do dia

7 e assim por diante.

4.1.2. indice de Polidispersio

Outra andlise realizada foi a medicdo do indice de polidispersdao (PDI) pelo mesmo
periodo de 120 dias, com as nanoparticula branca (NB) e nanoparticula associada a Fraternina-
10 (NF-10) (Figura 21). As nanoformulac¢des ndo apresentaram variagdes significativas de PDI
durante todo periodo. A andlise estatistica usada foi a Anova de duas vias € como analise
posterior foi feito um teste de Tukey de comparagdo multipla. Nenhuma diferenca estatistica
foi observada em relagdo aos dias [ F (6, 34) = 1,991; p>0.05] e nem entre as nanoformulacdes

[ F (1, 34) = 0,06688; p>0.05].

NB
NF-10
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Figura 20. O indice de polidispersdo (PDI) foi medido nos dias 1, 7, 15, 30, 60, 90 ¢ 120 por meio do
instrumento Zetasizer Nano ZS90. Foram testadas duas nanoformulagdes, nanoparticula branca (NB) e
nanoparticula envelopando o peptideo Fraternina-10 (NF-10). A andlise estatistica feita foi uma ANOVA

de duas vias e um teste de TUKEY como analise multipla.

4.1.3. Potencial Zeta

O Potencial Zeta (PZ) também foi medido para as nanoformulagdes NB e NF-10
utilizando o Zetasizer Nano ZS90 (Figura 22). As nanoformula¢des ndo apresentaram
mudangas no PZ, mantendo uma carga razoavelmente neutra pelos 120 dias. Além disso, elas
foram analisadas estaticamente da mesma forma, utilizando ANOVA de duas vias e teste de
TUKEY como analise multipla posterior. Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada tanto
entre as nanoformulagdes, NB e NF-10 [F (1, 34) = 0,2838; p>0.05], quanto em relagdo aos
dias [F (6,34) = 1.622; p>0.05]
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Figura 21. Potencial Zeta (PZ) foi medido com o Zetasizer Nano ZS90 nos dias 1, 7, 15, 30, 60, 90, 120.
Duas nanoformulagdes foram testadas, nanoparticula branca (NB) ¢ o peptideo Fraternina-10 envelopado
pela nanoparticula (NF-10). ANOVA de duas vias foi a analise estatistica utilizada, em seguida, o teste de

Tukey como comparagdo multipla.

4.1.4. Potencial Hidrogenionico

Como analise complementar o potencial hidrogenidnico (pH) foi medido utilizando uma
fita indicadora de pH (Figura 23). O PH de ambas nanoformula¢des ndo demonstram nenhuma
alterag¢do se mantendo 6 durante todo o periodo. As medi¢des foram feitas nos mesmos dias das
analises no Zetasizer. Como analise estatistica foi utilizado a ANOVA de duas vias, e teste de
Tukey de comparagdo multipla como analise posterior. Nenhuma diferenca estatistica
significativa foi encontrada entre os tratamentos [F (1, 6) = 0; p>0.05]. Além disso, a ndo houve

diferenca significativa em relacdo aos dias [F(6, 6) = 0; p>0.05].
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Figura 22. Potencial hidrogenidnico foi medido nos dias 1, 7, 15, 30, 60, 90 e 1200. Duas
nanoformula¢des foram usadas, nanoparticula branca (NB) e nanoparticula envelopando o peptideo

Fraternina-10 (NF-10). Anova de duas vias foi a analise utilizada.

4.1.5. Analise das nanoformulacées por microscopia eletronica de transmissio

(MET)

Andlises com microscopia eletrdnica de transmissdo foram feitas visando avaliar as
caracteristicas morfologicas das nanoformulacdes. Sendo avaliadas, tamanho, formato,
algomeracgdo e uniformidade das NB (Figura 24) e NF-10 (Figura 25). Como ilustrado nas
figuras ambas as nanoformulagdes apresentaram tamanho menor que 200nm, formato redondo

bem definido e sem aspectos de agregagao.
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Figura 23. Imagem de microscopia eletronica de transmissdo da nanoparticula branca (NB) em aumento de 20.000

VEZESs.

Figura 24. Imagem de microscopia eletrdnica de transmissdo da nanoparticula encapsulando o peptideo

Fraternina-10 (NF-10) em aumento de 20.000 vezes.
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4.2. Ensaios Biologicos: Avaliacao da Toxicidade do peptideo livre e da

nanoformulacio

4.2.1. Teste de desequilibrio motor - Rotarod

Em relagdo ao protocolo de toxicidade foi analisada a coordenagdo motora dos animais
utilizando a laténcia de queda do cilindro rotatdrio no Rotarod. O teste foi realizado nos dias, 0
(pré-teste), anterior ao primeiro dia de tratamento, dia 1 e dia 14 (Figura 26). A analise utilizada
foi a ANOVA de duas vias, foi observada diferenca significativa entre os dias [F (1,928, 108) =
21,47; p<0.0001]. No entanto, ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos [F
(7, 56) = 0,9373; p>0.05]. Além disso, também nao foi observada diferenca estatistica na
interacdo entre os dias e os tratamentos [F (14, 112) = 0,7980; p>0.05]. Em seguida, uma
andlise multipla foi feita por meio do teste de Tukey, nele foi observado uma diferenca
estatistica em relacdo a NF-10 na dose de 20 pg/animal entre o d14 e os dias PT [p<0.0001] e
D1 [p<0.05].
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Figura 25. Laténcia para a queda no teste de cilindro rotatério em segundos. Dias de teste se encontram no eixo x
pré-teste (PT), dia 1 (D1) e dia 14 (D14), composta pelos grupos salina, Nanoparticula branco (NB), Nanoparticula
+ Fraternina-10 (NF-10) (5, 10 e 20 ug/animal), Fraternina-10 (Fra-10) (5, 10 e 20 ug/animal). A analise estatistica
realizada foi ANOVA de duas vias e comparagdo multipla utilizando o teste Tukey. (****) equivale a p<0.0001

em relag@o ao PT. (&) equivale a p<0.05 em relagdo ao DI.
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4.2.2. Avalia¢io da massa corporal dos animais

Para detectar mudangas corporais, foram analisadas as variagdes das massas corporais dos
animais ao decorrer dos 14 dias (Figura 27). Sendo comparado o primeiro dia e décimo quarto
dia da massa dos animais. A analise estatistica feita foi a ANOVA de uma via, a qual nao

mostrou diferenca significativa [F (7, 55) = 1,575; p>0.05].
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Figura 26. Variacdo de massa ao longo do periodo de 14 dias. Os grupos presentes foram, Nanoparticula
branco (NB), Nanoparticula + Fraternina-10 (NF-10) (5, 10 e 20 ug/animal), Fraternina-10 (Fra-10) (5, 10 e 20
ug/animal). A analise estatistica realizada foi ANOVA de duas vias e uma analise pos de comparagdo multipla por

meio do teste de Tukey.
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4.2.3. Avaliacao Histologica dos orgaos

Ao fim dos ensaios comportamentais, foi realizada a retirada do pulmao, figado e rim,
para analise histopatoldgica. Sendo eles cortados no criostato e passando pelo processo
histoldgico sendo marcados por hematoxilina e eosina (H.E.). Nesse sentido foi feita a anélise
dos tecidos com microscopia Optica. Os seguintes grupos foram analisado: salina, NB, NF-10

(5, 10 e 20 pg/animal), Fra-10 (5, 10 € 20 pg/animal). Sendo assim, nenhuma alteragdo foi observada no
rim (Figura 28), pulmao (Figura 29) e figado (Figura 30) dos animais.
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Figura 27. Analise histopatoldgica dos rins com corte 50 (um), imagens com aumento 10x. Nenhuma diferenca
foi observada entre os grupos. (A) grupo salina; (B) grupo NB; (C) grupo NF-10 5 pg/animal; (D) NF-10 10
pg/animal: (E) NF-10 20 pg/animal (F) Fra-10 5 pg/animal; (G) Fra-10 10 pg/animal; (H) Fra-10 20 pg/animal
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Figura 29. Analise histopatologica dos figados com corte 50 (um), imagens com aumento 10x. Nenhuma diferenca
foi observada entre os grupos. (A) grupo salina; (B) grupo NB; (C) grupo NF-10 5 pg/animal; (D) NF-10 10
pg/animal: (E) NF-10 20 pg/animal (F) Fra-10 5 pg/animal; (G) Fra-10 10 pg/animal; (H) Fra-10 20 pg/animal.
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4.3. Avaliacao dos sinais nao-motores no modelo de 6-OHDA

4.3.1. Comportamentos do tipo de ansiosos avaliados no LCE

4.3.1.1. Determinacao da dose de 6-OHDA

Visando ter uma dose padronizada capaz de reproduzir sinais ndo-motores, duas doses
de 6-OHDA foram testadas (40 e 30 ug/animal). O comportamento utilizado para a escolha foi
o do tipo ansioso utilizando o teste de labirinto em cruz elevado (LCE) (Figura 28). Nessa
analise foi usada ANOVA de duas vias, foi observada diferenca significativa entre a
porcentagem de tempo de exploragdo em cada um dos bragos [F (1, 42) = 31,53; p>0,0001],
mas nao entre os tratamentos [F (2, 42) = 4,003 e-022; p>0.9999]. Em relagdo a interagao
diferenca estatistica significativa pode ser observada [F (2, 42) =22,75; p<0.0001]. Em seguida
foi feita uma comparagao multipla utilizando o teste de Tukey, onde a dose de 30 ug/animal
demonstrou diferenga significativa para os grupos veiculo [p<0.001] e 40 ug/animal

[p<0.0001].
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Figura 30. Analise de comportamentos do tipo ansioso no aparato de labirinto em cruz elevado. Os
grupos presentes foram veiculo, dois grupos com doses distintas de 6-OHDA 40 ug/animal e 30 ug/animal.
A analise estatistica realizada foi a ANOVA de duas vias, seguido por o teste de Tukey de comparagdo
multipla. (**) equivale a p<0.01 em relacdo ao brago fechado do grupo veiculo. (&&&) equivale a
p<0.0005 em relagdo ao brago fechado do grupo 40 ug/animal. (##) representa p<0.01 em relagdo ao
grupo veiculo no brago aberto. ($$$) representa p<0.0005 em relagdo ao grupo 40 ug/animal de 6-OHDA

no brago aberto.

4.3.1.2. Avaliacao terapéutica

Apo6s a escolha da dose de 6-OHDA foi feita a andlise do potencial terapéutico da
Fraternina-10 envelopada pela nanoparticula (NF-10) na dose de (10 ug/animal) utilizando o
LCE (Figura 29). O tratamento com a NF-10 reduziu os comportamentos do tipo ansiosos em
relacdo ao grupo 6-OHDA. A analise foi excetuada com os grupos veiculo, a dose de 6-OHDA
escolhida, um grupo tratamento de NF-10 em sua dose terapéutica. Os mesmos padroes de
analisada utilizados para a escolha da dose de 6-OHDA foram usados para essa analise. Foi
apresentado diferenca estatistica significativa em relagdo aos bracos [F (1, 42) = 218,2;
p<0.0001], mas entre os grupos nao foi observada diferenca [F (2,42) = 1,396e-021; p>0.9999].
No que se refere, a interagdo observou-se diferenca estatistica [F (2, 42) = 39,06; p<0.0001].

Em seguida, foi feita uma anélise de comparacao multipla com um teste de Tukey ambos os
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grupos 6-OHDA e NF-10 apresentaram diferenca estatistica em relacao ao veiculo [p<0.0001]
e [p<0.001] respectivamente. Além disso foi apresentada diferenca entre o grupo 6-OHDA e
NF-10 [p<0.05].
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Figura 31. Teste de labirinto em cruz elevado utilizado como indicador de ansiedade. Foram comparados a
porcentagem de tempo passada em cada tipo de brago (aberto e fechado). Trés grupos de tratamentos veiculo, 6-
OHDA e Fraternina-10 envelopada pela nanoparticula (10 ug/animal) (NF-10). Analise estatistica realizada foi a
ANOVA de duas vidas, seguida pelo teste de Tukey de comparagdo multipla. (****) representa p<0.0001, (**)
representa p<0.01, em relacio ao grupo veiculo nos bracos fechados. (####) representa p<0.0001, (##) representa
p<0.001, em relagdo ao grupo veiculo nos bracos abertos. (&) representa p<0.05 em relacdo ao grupo 6-OHDA

nos bragos fechados. ($) representa p<0.05 em relacdo ao grupo 6-OHDA nos bragos abertos.

4.3.2. Avaliacdo dos comportamentos espontineos no teste do campo aberto - Open Field

Visando avaliar alguns aspectos de movimentagdo espontdnea dos animais alguns
parametros foram analisados, utilizando o teste do campo aberto. No teste do campo aberto um
dos aspectos analisado foi a distancia percorrida total no aparato (Figura 30 A). O peptideo

reduziu a distancia percorrida (m) em relacao ao grupo veiculo (sadio).

A andlise estatistica utilizada foi a Anova de uma via, que, apresentou diferenca

estatistica [F (2, 21) =4,895; p<0.05], uma comparag¢ao multipla foi feita em seguida com teste
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de Tukey, e foi observada diferenca estatistica significativa entre os grupos veiculo e NF-10

[p<0.05], em relagdo aos grupos veiculo e 6-OHDA nao houve diferenga entre eles [p>0.05].

O tempo imovel dos animais no aparato também foi analisado (Figura 30 B), e o grupo
tratado com a NF-10 apresentou um aumento do tempo imdvel dos animais. A mesma andlise
estatistica foi feita, houve diferenca estatistica significativa [F (2, 21) = 7,602 p<0.01]. O teste
de Tukey mostrou diferenga estatistica entre o grupo NF-10 e o veiculo, novamente nao foi

encontrada diferenga entre os grupos veiculo e 6-OHDA [p>0.05].

Por ultimo, velocidade média foi medida (Figura 30 C), ela foi analisada por meio da
mesma analise que os outros parametros, novamente houve diferenca estatica [F (2,21)=4,579;
p<0.05]. Dessa forma, o grupo tratado com o peptideo teve uma redugao da velocidade. O teste
Tukey apresentou diferenca estatistica entre os grupos veiculo e NF-10 [p<0.05], ndo houve

diferenca entres os grupos veiculo e 6-OHDA [p>0.05].
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Figura 32. Parametros do teste do campo aberto, analisando aspectos motores. Os grupos presentes no
teste foram veiculo, 6-OHDA e Fraternina-10 envelopada pela nanoparticula (NF-10). A analise estatistica
realizada foi a ANOVA de duas vias, seguida por uma comparagdo multipla com o teste de Tukey. (A)
distancia percorrida total pelo animal em metros. (B) tempo total passado imo6vel em segundos pelos

animais. (C) Velocidade média dos animais em metros por segundo. Teste estatistico realizado foi (**)
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equivale a p<0.01, (*) equivale a p<0.05 em relagdo ao grupo veiculo. (&) equivale a p<0.05 em relagdo

ao grupo 6-OHDA.

4.3.3. Avaliacao da memoria utilizando o Teste de Reconhecimento de Objeto Novo

(TRON)

4.3.3.1. Padronizaciao do TRON

Para a realizagdo da avaliagdo de memoria de novidade de longo praso, foi necessaria a
padronizagao do Teste de Reconhecimento de Objeto Novo (TRON) (Figura 31). Nesse teste,
foram utilizados animais sadios, visando analisar se os animais se interessam igualmente pelos
objetos. Sendo assim, foi observada a preferéncia dos animais pelo objeto novo. Um teste T nao
pareado foi feito, observou-se diferenga significativa entre os objetos novo e familiar

[p<0.0005], com uma preferéncia pela exploracao do objeto novo.
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Figura 33. Teste de Reconhecimento de Objeto Novo foi feito visando avaliar memoria de longo prazo. O Gnico
grupo de animais sadios foi usado. A comparacéo foi feita entre a porcentagem de tempo explorando cada objeto,
o familiar e o novo. A andlise estatistica utilizada foi um teste T ndo pareado. (***) equivale a p<0.0005 em relagdo

ao objeto familiar.

4.3.3.2. Avaliacao Terapéutica

Ap6s a padronizacdo do teste foi feita a avaliacdo entre os grupos veiculo, 6-OHDA, e
NF-10 em sua dose terapéutica (Figura 32). Foi feita uma Anova de duas vias, que apresentou
diferenca estatistica entre a preferéncia em explorar os objetos [F (1, 38) = §,310; p<0.01], ndo
teve diferenca estatistica entre os tratamentos [F (2, 38) = p>0.05]. Além disso, foi observada
diferenca na interagdo entre os objetos e os tratamentos, [F (2, 38) = 13,94; p<0.0001].
Posteriormente, foi feita uma comparagdo multipla com um teste de Tukey, que apresentou

diferenca em relagdo ao grupo veiculo e os grupos 6-OHDA e NF-10 [p<0.05].
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Figura 34. Avaliagio do efeito terapéutico do peptideo envelopado por uma nanoparticula por meio do
Teste de Reconhecimento de Objeto Novo. Os grupos presentes foram veiculo, 6-OHDA, e Fraternina-10
envelopada pela nanoparticula (NF-10). A analise estatistica realizada foi a ANOVA de duas vias, seguida
por uma comparacdo multipla com o teste de Tukey. (*) equivale a p<0.05 em relagdo a porcentagem de
exploracdo do objeto novo do grupo veiculo. (&) equivale a p<0.05 em relacdo a porcentagem de

exploracdo do objeto familiar do grupo veiculo.

4.3.4. Avaliacido por imuno-histoquimica

O dultimo processo feito apds a finalizagdo do protocolo foi a analise
imunohistoquimica do encéfalo dos animais na regido da SN. Dessa forma, visando avaliar
a neurodegeneragdo do grupo 6-OHDA. Sendo assim, a marcacdo e em seguida contagem
dos neurdnios TH+. Em relacdo a contagem o lado ipsilateral demonstrou uma redugao de
neurdnios TH+ em relacdo ao lado contralateral (Figura 33). A andlise estatistica foi feita
utilizando um teste t ndo pareado, que apresentou diferenga estatistica entre o lado

contralateral e ipsilateral [p<0.0005].
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Figura 35. Avaliacdo da neurodegeneragdo por meio da contagem de neurdnios TH+. A analise foi entre o lado
contralateral (sadio) e lado ipsilateral (Iesionado), a analise estatistica foi um teste t ndo pareado. (***) equivale a

p<0.0005 em relagdo ao lado ipsilateral.

As imagens foram feitas com microscopia, por meio de imunoflorescéncia para TH+
(verde) e DAPI (azul). Sendo assim, demostrou-se uma neurodegeneracdo na SN do lado
ipsilateral, que foi infusionado com 6-OHDA, quando comparado com o lado contralateral

(Figura 34).
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Figura 36. Imagem da contagem de neur6énios de TH+ do grupo 6-OHDA nos lados contralateral (sem lesdo) e
ipsilateral (lesionado) em aumento de 20 vezes. A marcagdo de TH representa neurénios dopaminérgicos, ja a do

DAPI marca o nucleo dos neur6nios.
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5. DISCUSSAO

Quando buscando por novos tratamentos para a DP, otimizar a biodisponibilidade ¢ sempre
uma prioridade. Tendo em vista, que além dos desafios do composto ser metabolizado que todo
farmaco enfrenta, doengas neurologicas tem outra camada que € o desafio de ultrapassar a BHE.
Dessa forma, a jungdo de uma nanoparticula com a via intranasal ¢ uma estratégia interessante,
pois € uma via que permite evitar a BHE e a nanotecnologia melhora a absorc¢ao para o bulbo
olfatério aumentando a quantidade de peptideo no SNC, além disso ela é capaz de proteger o
peptideo contra degradacdo periférica e rapida (SAMARIDOU; ALONSO, 2018). Sendo
assim, essa combinagdo se mostrou uma excelente op¢ao para o primeiro uso da Fraternina-10
sem ser por via intracerebroventricular. O tipo de nanoformulacdo escolhida foi uma
nanoparticula lipidica (NPL) que ja demonstrou que pode ser utilizada de forma intranasal
(NAIR et al., 2023). Dentro das NPLs, nesse trabalho foi formulada uma nanocépsula que ja

foi utilizada no laboratdrio em associagdo com outro peptideo (Mota, 2024).

A nanocépsula demonstrou estabilidade das suas caracteristicas fisico-quimicas durante
todo o periodo de 120 dias. Em relacdo ao didmetro hidrodindmico, a formulacdo NF-10 ndo
demonstrou diferenca estaticamente no seu tamanho em relacao a nenhum dos seus dias. Tendo
um tamanho médio de 179 nm que é condizente com a literatura em relagdo nanoparticulas
lipidicas utilizadas por via intranasal (SAMARIDOU; ALONSO, 2018). A unica diferenca
observada foi em relagdo a NB sendo elas de tamanhos diferentes em seus respectivos dias de
medi¢do. Dessa forma podemos concluir que mostrou uma estabilidade em relagao ao tamanho
Jj& que ndo teve um crescimento significativo do dia 1 ao 120, além disso a Unica diferenca de
tamanho foi entre as nanoformulagdes, o que ¢ esperado tendo em vista que a NF-10 possui o
peptideo envelopado e a NB esta vazia. Além disso, a diferenca entre elas era proporcional
mantendo uma diferenca similar em cada dia, ou seja, ambas aumentaram de tamanho com o

passar do tempo em um ritmo parecido, com a excegao do primeiro dia.

Nesse sentido, atrelado ao tamanho esta o indice de polidispersao (PDI) medindo o grau
de heterogeneidade da formulagdo. Nesse sentido, indices menores que 0,5 sdo considerados
nanoformula¢des monodispersas, ja quando sdo acima de 0,7 s3o consideradas polidispersas
com alto grau de heterogeneidade (MUDALIGE et al., 2018). Levando isso em consideragao
a NF-10 apresentou um PDI médio de 0,54, portanto apesar de ndo ser completamente

monodispersa ela apresenta uma polidispersao muito baixa, sendo condizente com a literatura
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para nanoparticulas que ndo utilizam homogeneizacao de alta pressio (MONGE-FUENTES e¢
al.,2021). Tendo em vista, que a NF-10 nao ¢ totalmente monodispersa, ¢ importante ressaltar
que na andlise, oespalhamento dindmico de luz tende a medir a maior particula encontrada
(GALLEGO-URREA; TUORINIEMI; HASSELLOV, 2011). Isso pode ser comprovado
quando analisamos as imagens feita pela microscopia eletronica de transmissdo, que mostra

moléculas consideravelmente menores que 200 nandmetros.

As nanoparticulas com Potencial Zeta (PZ) perto de zero tendem a aglomeragado, devido
as particulas ndo se repelirem. No entanto, a separagdo das particulas pode ser feita por
impedimento estérico (HEURTAULT et al., 2003). Nesse sentido, a lecitina ¢ um dos compostos
capazes de ter esse efeito estabilizador e evitar separagdo (LETONA et al., 2019; YUSSOF et
al., 2023; ZHOU et al., 2023), entdo mesmo com baixa carga ndo foi observada aglomeragao
das particulas da nanocapsula. Isso pode ser atestado pela anédlise no MET e pela taxa de
crescimento da nanocéapsula ao decorrer do tempo. Além disso, outra comprovagao da auséncia
de mudancas drésticas nas caracteristicas citadas ¢ que o pH em nenhum momento foi alterado.
Sendo assim, todos os aspectos fisico-quimicos demonstraram consisténcia mantendo seus
numeros razoavelmente similares. Exceto do periodo do dia 1 ao dia 7, muito provavelmente

um intervalo em que a nanoformulacdo ainda estava se estabilizando.

Quanto aos testes in vivo da nanocapsula e do peptideo livre na maioria dos grupos,
nenhuma alterag@o foi vista no protocolo de toxicidade de dose inica. Sendo assim, a dose de
20 pg/animal da NF-10 apresentou piora de coordenagao motora nos testes do Rotarod do dia
14 em comparagdo aos dias 1 e pré-treino. Nesse sentido, a causa desse déficit ¢ incerta, no
entanto, pode ter sido fruto de um aumento de biodisponibilidade causado pela nanocapsula.
Tendo em vista que, o peptideo livre na mesma dose ndo apresentou um declinio similar. Além
disso, a causa da toxicidade ser atrelada a nanocépsula pode ser descartada, ja que, a NB nao

demostrou nenhum tipo de toxicidade no ensaio.

Adicionalmente, os animais nao apresentaram pedra de massa corporal anormal. Estes
resultados foram condizentes com os dois outros peptideos do laboratério, Neurovespina

(Rezende, 2025) e Ocidentalina-1202 (Pinheiro, 2023), que passaram pelo mesmo protocolo.

Em relacdo a padroniza¢ao do modelo de sinais ndo-motores foram testadas duas doses

de 6-OHDA, a dose padrdo do laboratério para a reproducdo de sinais motores de 40 pg/animal
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(Avohay 2016) e uma dose menor de 30 pg/animal, tendo em vista que para a reproducao dos
sinais ndo-motores normalmente ¢ necessaria a redugdo da dose que grupos de pesquisa usam
nos seus protocolos com sinais motores (MASINI ef al., 2021). Nesse caso ndo foi diferente, a
menor dose foi capaz de gerar um aumento do tempo passado no brago aberto em comparagao
ao grupo veiculo no LCE, 8,5% e 44,5% respectivamente. Dessa forma, o protocolo de infusio
unilateral utilizado foi capaz de reproduzir comportamentos de ansiedade, similar a alguns

casos observados na literatura (KIM et al., 2022).

Além disso, o grupo que recebeu 40 pg/animal apresentou um comportamento
contrastante ao da outra dose de 6-OHDA. Ele demonstrou uma leve preferéncia ao brago
aberto, passando mais tempo que o grupo veiculo, 50,6%. Apesar de ndo ter sido uma diferenca
estaticamente significante, esse resultado pode sugerir uma possivel diminui¢do do medo em
relacdo a avaliacdo de perigo (DOREMUS; VARLINSKAYA; SPEAR, 2006). Em
contrapartida, isso pode ser atribuido a uma locomogao comprometida, logo para chegar a uma
conclusdo requer uma analise do tempo imovel e distancia percorrida. Nesse sentido esses dados

foram coletados e a analise pode ser feita posteriormente.

E importante ressaltar que devido ao processo de padronizacdo do TRON em termos de
local e objetos, a analise de ansiedade com o teste LCE ocorreu anteriormente. Por conta disso,
a analise de movimentos espontaneos no OF e a analise de memoria de novidade de longo prazo

com o TRON foram feitas somente com o grupo de 6-OHDA 30 pg/animal.

O teste de reconhecimento de objeto novo (TRON) precisou passar por um processo de
padronizacdo. Apesar do teste ja ter sido utilizado no nosso grupo de pesquisa, quando os
primeiros dados desse trabalho foram analisados foi observado uma baixa interacdo com os
objetos. Nesse sentido, foi necessaria a troca desses objetos, sendo feitos com objetos maiores.
Os objetos originais possuiam 5 cm, ja os novos possuem 8 cm de altura. Além disso, foi
necessaria a mudanga dos locais, por conta da preferéncia por um dos lados devido a
conformagdo dos holofotes da sala de ensaios. Sendo assim, os objetos ficaram localizados no
centro da arena com 10 cm de distancia das paredes laterais. Os animais sadios (n=8)
apresentaram tempo de exploracdo maior (56,4%) pelo objeto novo, algo esperado em animais
sem déficits cognitivos (DENNINGER; SMITH; KIRBY, 2020). A exploracao foi definida pela

interacao do focinho do animal com o objeto. Sendo assim, ele estando direcionado ao objeto e
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com no maximo 3 cm de distadncia dele. No que se refere a literatura, a distancia que ¢

considerada padrao, varia entre 1 e 4 cm (ANTUNES; BIALA, 2011).

Posteriormente com a padronizacdo do TRON, foi avaliada se a dose de 30 pg/animal
gerava déficit motor. Isso foi mostrado com o grupo 6-OHDA apresentando nenhuma diferenga
em tempo explorado do objeto novo (49,3%) e o familiar (50,7%). Dessa forma, os animais nao
tiveram preferéncia pelo objeto, indicando que os animais ndo apresentaram fixagdo de
memoria ao longo prazo ou identificagdo do objeto com familiar. Diferente dos animais do
grupo veiculo que apresentaram clara preferéncia pelo objeto novo, tendo uma média de 65,5
% de tempo de exploracdo. Essa diferenga destoante de exploragdo do objeto novo entre os
grupos veiculo e 6-OHDA demonstra um déficit cognitivo em relagdo a detec¢do de novidade

dos animais doentes.

Esse tipo de comportamento ja foi replicado varias vezes em modelos de 6-OHDA.
Nesse sentido lesoes bilaterais no estriado (MASINI et al., 2018) e lesdes unilaterais no feixe
prosencefalico medial (CUI ef al., 2024) apresentaram déficits de memoria de longo prazo no
TRON. Protocolos de lesdo unilateral ja geraram déficit de memoria espacial utilizando um
teste de labirinto em Y (SOMENSI et al., 2021; YU et al., 2020).Levando isso em consideragao,
esse protocolo foi capaz de gerar problemas de memoria de longo prazo por meio de uma lesdo

unilateral no estriado.

Os animais do grupo 6-OHDA nao apresentaram nenhuma alteracdo motora espontanea
no teste do OF. Quando comparado com o grupo veiculo em relacdo a distancia percorrida, o
grupo 6-OHDA teve média de 53,31 metros e o veiculo de 64,43 m. Em relagdo a velocidade
média, 0 mesmo comportamento foi visto com grupo veiculo possuindo uma média de 0,043
m/s e o grupo 6-OHDA com 0,035 m/s. Além disso, ndo foi observada diferenga no tempo
imovel dos grupos veiculo e 6-OHDA, passando em média 462,5 segundos e 515,9 s,
respectivamente. Esses resultados sugerem que este modelo foi capaz de gerar comportamentos
ansiosos e déficits cognitivos sem gerar sinais motores significativos. Sendo assim, esses dados
sdo pouco documentados na literatura em relag@o a lesdes unilaterais no estriado por 6-OHDA.
A principal vantagem da auséncia de sinais motores ¢ a exclusdo de uma possivel variavel na
influéncia dos sinais nao-motores (PRATES-RODRIGUES et al, 2025). Dessa forma,

possibilitando uma analise exclusiva dos sinais nao-motores, semelhante a fase prodromica da
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doenga (MULEIRO ALVAREZ et al., 2024). Entretanto, para melhor afirmar a auséncia de
sinais motores, seria interessante realizar um teste que avalia coordenagdo motora, como o teste

de Rotarod.

Ap6s a padronizacdo do modelo nao-motor, pela comprovagdo da presenca de déficits
cognitivos e comportamentos do tipo ansiosos, foi feita a avaliagdo terapéutica da fraternina-10
nanoencapsulada (NF-10). Nesse sentido, na avaliacdo de efeito terapéutico da NF-10, foi
utilizada somente a dose de 10 pg/animal devido a uma restricdo de tempo. O peptideo
nanoencapsulado demonstrou melhora do comportamento ansioso gerado pela 6-OHDA, tendo
uma média de 22,9% de tempo passado no braco aberto. No entanto, a NF-10 ndo foi capaz de
reverter o sinal de ansiedade ao ponto de ficar similar ao grupo veiculo. Para uma avaliagdo
mais completa seria interessante uma analise de todos os tratamentos que foram utilizados na
analise de toxicidade, uma vez que nunca foi feita uma analise do efeito terapéutico do peptideo
em relacdo a sinais nao-motores. Além disso, no TRON, a NF-10 ndo mostrou melhora do
déficit cognitivo causado pela 6-OHDA. Dessa forma, a NF-10 mostrou ter efeito em

comportamentos ansiosos, mas nao em questdes cognitivas.

Em relacdo a movimentacdo espontanea analisada pelo OF, a NF-10 apresentou piora
motora em todos os aspectos analisados. Sendo assim, o grupo passou mais tempo imével que
o restante dos grupos passando em média 812 segundos. Além disso, os animais do grupo
andaram uma menor quantidade em comparagdo com os grupos 6-OHDA e veiculo, tendo em
média 35 metros de distancia total percorrida. Por ultimo, a velocidade dos animais também foi
consideravelmente menor, com uma média de 0,02 (m/s) no grupo. Levando isso em
consideragdo, o grupo apresentou quase metade da distancia percorrida e velocidade média em
comparacdo ao grupo veiculo. Adicionalmente, o grupo passou o dobro do tempo imdvel em
relacdo ao grupo veiculo. Apesar do grupo NF-10 ndo ter apresentado toxicidade no protocolo
de dose tinica, no protocolo da DP isso ficou aparente. O grupo NF-10 apresentou uma piora
motora em relagdo aos animais do grupo 6-OHDA. Sendo assim, ¢ necessaria uma analise de
toxicidade cronica para determinar se o efeito de déficit motor ¢ causado somente pela NF-10

ou ¢ um efeito sinérgico com a 6-OHDA.

Visando comprovar a lesdo na SN foi feita um processo de imunohistoquimica com

marcacao de TH. Sendo assim, foi feita a comparagao do lado contralateral, lado contrario da
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infusdo de 6-OHDA, e o lado ipsilateral, lado da infusdo de 6-OHDA. Isso foi feita por meia
da contagem de neurénios TH+, que sdo os neurdnios dopaminérgicos. As marcagdes de
neurdnios dopaminérgicos TH+ demonstraram uma diferenca grande entre os lados na regido
registrada pela microscopia. O lado contralateral apresentou uma média de 89,8 neuronios, ja o
lado ipsilateral possuiu somente 7 neuronios. Dessa forma, a degeneracdo na area da SN
causada pela 6-OHDA pdde ser confirmada. Levando isso em consideracdo, pode-se confirmar

a presenca dos sinais ndo-motores ¢ da perda dopaminérgica.

Entretanto, mais andlises precisam ser feitas para melhor entender essa correlacao.
Tendo em vista que a regido na qual as fotos foram tiradas, sendo ela uma regido mais na
extremidade da SNPC. Dessa forma, degeneracgao dessa regido ocorre anteriormente a regides
mais centrais (CUI et al., 2024). A andlise da presenga de neurénios dopaminérgicos na regiao
total da SN seria necessaria. Adicionalmente, uma avaliacao de densidade de neurénios TH+
na regido do estriado também precisa ser feita. Além disso, a analise dos grupos veiculo e NF-
10 precisam ser feitas, avaliando se a NF-10 ¢ capaz de gerar neuroprote¢do nos animais

tratados por ela.

Sendo assim, o modelo de 6-OHDA com infusdo unilateral no estirado gerou sinais tipo
ansioso e déficits cognitivos sem a presenca de comprometimento motor. Mostrando novas
possibilidades, com mais sinais ndo-motores precisando serem avaliados para melhor
compressdo da capacidade de replicar aspectos da DP. Além disso, a NF-10 mostrou
estabilidade fisico-quimica e potencial ansiolitico. No entanto, ndo foi possivel reverter os
efeitos de toxicidade que ja haviam sido observados previamente. Dessa forma, tanto a

nanocapsula quanto o peptideo requerem mais estudos visando seu aperfeicoamento.
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6. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a nanoparticula NF-10 formulada nesse trabalho, manteve
sua integridade em relagdo aos aspectos fisico-quimicos pelo periodo de 120 dias. O peptideo
se mostrou sem toxicidade tanto na sua forma nanoencapsulada quanto na sua forma livre,
exceto pela maior dose nanoencapsulada. Em relagdo ao modelo nao-motor da DP induzido
pela injecdo estriatal de 6-OHDA, primeiramente, foi padronizado o teste de reconhecimento
de objeto novo. O modelo de 6-OHDA com infusdo unilateral no estriado foi capaz de gerar
sinais do tipo ansioso, sem a presenca de sinais motores. Dessa forma, apresentando dados que
ainda ndo tinham sido obtidos na literatura. Além disso, o0 modelo também apresentou déficits
cognitivos. Esse trabalho foi capaz de produzir um modelo ndo-motor que pode enriquecer as
analises pré-clinicas e a avaliagdo de novos tratamentos. No que se trata sobre a atividade
terapéutica da NF-10, ela demonstrou uma capacidade de reverter parcialmente o
comportamento do tipo ansioso causado pela 6-OHDA. No entanto, nenhuma melhora
cognitiva foi observada em relacdo ao grupo 6-OHDA. Além disso, apesar de ndo ter
demonstrado déficits motores nessa dose no Rotarod no protocolo de toxicidade de dose tnica,
a dose mostrou exacerbar questdes motoras no OF. Embora o uso da nanotecnologia nao ter
sido capaz de reverter totalmente o efeito neurotoxico da Fra-10, a NF-10 se mostrou
promissora no tratamento de sinais nao-motores da DP, em especial o efeito ansiolitico. Nesse
sentido, 0 modelo padronizado nesse trabalho pode trazer novos aspectos para os estudos da
DP, seus sinais e tratamentos, particularmente por ser um modelo de lesdo estriatal unilateral e
capaz de gerar sinais do tipo ansioso e déficit cognitivo sem a influéncia de sinais motores, de
forma a replicar alguns aspectos da DP em fase prodromica, podendo ser uma promissora fonte

para estudos pré-clinicos.
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ANEXOS

Anexo A. Perfil cromatografico (RP-HPLC) da Fraternina-10
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Anexo B. Aprovacio comité de ética

DuBZ universidade de Brasilia

Comissédo de Etica no Uso Animal

Brasilia, 23 de novembro de 2020.

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado "NOVOS FARMACOS NEUROPROTETORES PARA A DOENGA DE PARKINSON: PEPTIDEOS

ISOLADOS DA PEGONHA DE VESPAS SOCIAIS LIVRES E ASSOCIADOS A NANOFORMULAGOES", Protocolo n.° 032/2020 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 utilizagdo de: Camundongos Swiss (176 machos). A presente declaragio é valida

pelo periodo de: 23/11/2020 a 20/03/2025.
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“Este documento se restringe & avaliac3o ética do projeto supracitado e ndo substitul outras licenkas e permissbes que porventura se fagam necessirias.
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Anexo C. Aprovacio comité de ética

PBF universidade de Brasilia

Comissdo de Etica no Uso Animal

Brasilia, 12 de agosto de 2024.

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “Avaliagdo do efeito neurop e antiparki de um peptideo bioinspirado
psulado em um modelo de Doenga de Parkil em d " SEI n° 23106.017341/2024-17, sob
responsabilidade do(a) pesquisador(a) Marcia Renata Mortari, (mmortari@unb.br), encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentac¢éo Animal - CONCEA.
Esse projeto foi avaliado e aprovado pela Comiss#o de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia na 14* reuni&o
extraordinaria, em 25/07/2024 para fins de PESQUISA e para utilizagio de Mus musculus (Swiss, 80 machos) provenientes
do(a) Biotério do Laboratério de Neurofarmacologia da Universidade de Brasilia.
O presente certificado € vélido pelo periodo de 12/08/2024 a 01/05/2029.

Dr. Bruno Stéfano Lima Dallago
Coordenador da CEUA - UnB

*Este documento se restringe & avaliacio élica do projelo supracitado e nio substitui outras icencas & permissdes que poventura se (asam necessarias,
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