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RESUMO

Compostos naturais tem sido utilizado como fontes de novas moléculas com atuacao
no sistema nervoso central. Recentemente nosso grupo de pesquisa observou a acao
anticonvulsivante do veneno da formiga Dinoponera quadriceps em modelo de
convulsao induzido pelo pentilenotetrazol (PTZ). Com o intuito de descobrir quais
moléculas presentes no veneno sao responsaveis pelo efeito mencionado, o peptideo
Dg-Fa, componente natural encontrado no veneno da formiga Dinoponera quadriceps,
foi sintetizado, intitulado de LS9, e utilizado no presente estudo em modelo de
convulsao induzido por PTZ e sobre cultura de astrécitos in vitro. Camundongos Swiss
machos (28-33g) foram pré-tratados com o LS9 (0,1; 0,2 ou 0,4 mg/kg, i.p., h= 6-8).
Meia hora apos o pré-tratamento foi induzida a convulsdo em todos o0s animais atraves
da administracdo de PTZ (80 mg/kg). Na analise comportamental, foram registrados
0S tempos para ocorréncia da primeira convulsdo e tempo de morte. Para
determinacdo dos parametros de estresse oxidativo foram utilizadas trés areas
cerebrais (cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado) e mensurado os niveis de
malondialdeido (MDA), o conteudo de nitrito e nivel de glutationa reduzida (GSH). No
ensaio in vitro, foi determinada a viabilidade celular de astrécitos corticais, apds o
tratamento com diferentes concentracfes de LS9 ou LS9 + PTZ, durante 24 horas,
pelo método do MTT (brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H). Os dados
foram analisados por ANOVA e Student-Newman-Keuls como pés-teste, para os
ensaios in vivo, e ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni, para as
experimentagdes in vitro. Os resultados comportamentais encontrados mostraram que
todas as concentracdes analisadas do peptideo foram capazes de aumentar a laténcia
para a ocorréncia da primeira convulsdo, sendo que a concentragdo de 0,2mg/kg
aumentou, significativamente, o periodo de laténcia de morte. Houve diminui¢do dos
niveis de MDA no cortex pré-frontal (nas concentracdes 0,1 e 0,2mg/kg), hipocampo
(na concentracao de 0,1mg/kg) e corpo estriado (em todas as concentragbes
analisadas). Todas as concentracdes testadas foram capazes de diminuir,
significantemente, a formacdo de nitrito no cortex pré-frontal. No hipocampo e no
corpo estriado o efeito foi semelhante, porém ndo em todas as concentragfes. Na
concentracdo de 0,2mg/kg, houve aumento dos niveis de GSH no cortex pré-frontal,
as concentragdes de 0,1 e 0,2mg/kg promoveram aumento no corpo estriado e nao
houve alteracdo no hipocampo. No ensaio in vitro, os resultados mostram que esse
peptideo ndo foi capaz de diminuir a viabilidade de astrocitos corticais € ndo promoveu
alteracdo da viabilidade celular quando associado com PTZ. Nossos achados
demonstram que o peptideo sintético LS9 promoveu efeito anticonvulsivante, diminuiu
a producdo de peroxidacao lipidica e nitrito e aumentou GSH. Além disso, nédo foi
capaz de alterar a viabilidade celular em cultura de astrdcitos corticais in vitro, nédo
demonstrando efeito toxico nessa linhagem celular.

Palavras-chave: Dinoponera quadriceps, convulsédo, pentilenotetrazol, astrécitos.



ANTICONVULSIVANT AND ANTIOXIDANT EFFECT OF SYNTHETIC PEPTIDE
LS9 ON PENTYLENOTETRAZOLE INDUCED MODEL OF CONVULSION

Natural compounds have been used as sources of new molecules acting in the central
nervous system. Recently our research group observed the anticonvulsant action of
ant venom Dinoponera quadriceps in model of seizure induced by pentylenetetrazole
(PTZ). In order to find out which molecules present in the venom are responsible for
the mentioned effect, the peptide Dg-Fa, a natural component found in the venom of
the Dinoponera quadriceps ant, was synthesized, titled LS9, and used in the present
study in a model of convulsion induced by PTZ and on astrocyte culture in vitro. Male
Swiss mice (28-33g) were pretreated with LS9 (0.1, 0.2 or 0.4 mg / kg, i.p., n = 6-8).
Half an hour after pretreatment, seizure was induced in all animals by administration
of PTZ (80 mg / kg). In the behavioral analysis, the times for the occurrence of the first
seizure and time of death were recorded. To determine the parameters of oxidative
stress, three cerebral areas (prefrontal cortex, hippocampus and striatum) were used
and malondialdehyde (MDA), nitrite content and reduced glutathione levels (GSH)
were measured. In the in vitro assay, the cell viability of cortical astrocytes was
determined after treatment with different concentrations of LS9 or LS9 + PTZ for 24
hours by the MTT method (3- (4,5-dimethyl-2-thiazole bromide) -2, 5-diphenyl-2-H).
The data were analyzed by ANOVA and Student-Newman-Keuls as a post-test, for the
in vivo tests, and ANOVA followed by the Bonferroni post-test, for the in vitro
experiments. The behavioral results found showed that all the analyzed concentrations
of the peptide were able to increase the latency for the first seizure, with a
concentration of 0.2 mg / kg significantly increased the latency period of death. There
was a decrease in MDA levels in the prefrontal cortex (0.1 and 0.2 mg / kg
concentrations), hippocampus (0.1 mg / kg concentration) and striatum (in all
concentrations analyzed). All concentrations tested were able to significantly decrease
the formation of nitrite in the prefrontal cortex. In the hippocampus and striatum the
effect was similar, but not at all concentrations. At concentrations of 0.2 mg / kg, there
was an increase in GSH levels in the prefrontal cortex, concentrations of 0.1 and 0.2
mg / kg promoted an increase in the striatum and there was no change in the
hippocampus. In the in vitro assay, the results show that this peptide was not able to
decrease the viability of cortical astrocytes and did not promote alteration of cell
viability when associated with PTZ. Our findings show that the synthetic peptide LS9
promoted anticonvulsant effect, decreased production of lipid peroxidation and nitrite
and increased GSH. In addition, it was not able to alter cell viability in cortical astrocyte
culture in vitro, demonstrating no toxic effect in this cell line.

Key words: Dinoponera quadriceps, seizure, pentylenetetrazole, astrocytes.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epilepsia

A epilepsia € um disturbio cronico da atividade elétrica anormal no cérebro
caracterizada por crises recorrentes ndo provocadas, levando a disturbios de
cognicdo, consciéncia, movimentos involuntarios, manifestacdes psiquicas,
sensoriais, autondmicas e de comportamento, podendo envolver diferentes areas
cerebrais (CHAUDHARY; DUNCAN; LEMIEUX, 2011; FISHER et al. 2015;
LOWENSTEIN, 2015; TAIWEA et al 2016). No desenvolvimento de alguns tipos de
crises, Vé-se 0 evento conhecido como convulsédo, que consiste em uma alteracéo do
comportamento resultante da atividade hipersincrénica, excessiva e repetitiva de
neurdnios do cortex cerebral. (STEFAN et al., 2009; RAO; LOWENSTEIN, 2015).

Uma convulséo nao significa epilepsia, até 10% das pessoas em todo o0 mundo
tém uma convulsédo durante a vida, sendo necessario duas ou mais convulsdes ndo
provocadas para um possivel diagnostico. A manifestacao desta condicéo interfere na
rotina do individuo, uma vez que ha o comprometimento transitério da consciéncia e
consequente possibilidade de lesdes fisicas, problemas sociais e psicolégicos, como
a depressao (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Cerca de 50 milhdes de pessoas ho mundo possuem epilepsia e quase 90%
delas ocorrem em paises em desenvolvimento, devido ao aumento do risco de
doencas endémicas, como a malaria ou a neurocisticercose, a maior incidéncia de
acidentes de transito, lesbes relacionadas com o nascimento e variagbes na
infraestrutura médica. A forma mais comum, gque afeta seis em cada dez pessoas, €
a idiopatica, sem causa identificavel. Epilepsia secundaria ou sintomatica € quando
ha causa identificavel, podendo ser por lesGes cerebrais decorrentes de lesdes pré-
natais ou perinatais, anomalias congénitas ou condi¢cdes genéticas associadas com
malformacgOes cerebrais, um ferimento grave na cabeca, um acidente vascular
cerebral que restringe a quantidade de oxigénio para o cérebro, tumor cerebral, dentre
outras. (GOMES, 1997; LAFRANCE; KANNER; HERMANN, 2008; THURMAN, 2013;
SAVAGE, 2014; WHO, 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

O tratamento medicamentoso da epilepsia é sintoméatico, tendo seu inicio em
1857 quando Locock introduziu o sal de brometo (BRODIE, 2010). Os principais

mecanismos farmacodinamicos envolvidos na eficacia clinica das drogas
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antiepiléticas (DAESs) a nivel celular incluem o aumento da inibicio mediada por GABA
(acido gama-aminobutirico), atenuagdo da transmisséo glutamatérgica excitotoxica e
a modulacéo de canais idnicos voltagem-dependentes (Na*, K* e Caz*) (ROGAWSKI
e LOSCHER, 2004; BANERJEE et al., 2014; HUNG et al., 2014).

Embora atualmente exista um vasto arsenal de drogas anticonvulsivantes
utilizados na clinica, a farmacorresisténcia e um numero consideravel de reacdes
adversas dificultam o tratamento, deixando cerca de 30% dos pacientes sem um
tratamento adequado (LOSCHER; SCHMIDT, 2006; MELDRUM; ROGAWSKI, 2007,
BANERJEE et al., 2014; TAIWEA et al., 2016). Desta forma, novos medicamentos
antiepilépticos eficazes sdo necessarios para melhorar a qualidade de vida de muitas

pessoas acometidas pela epilepsia.

1.1.1 Neurotransmisséao e epilepsia

Os neurotransmissores excitatorios (glutamato e aspartato) e inibitérios (acido
gama-aminobutirico e glicina) fazem a mediacdo de essencialmente toda
comunicacdo neuronal rapida. Devido a sua larga distribuicdo, estes aminoacidos
influenciam todas as funcdes do sistema nervoso central (SNC) (WATKINS;
OLVERMAN, 1987; HUNG et al., 2014). Desequilibrios entre respostas excitatorias e
inibitérias podem ter consequéncias diversas, indo desde convulsdes ou excito
toxicidade a depressdo do SNC similar a observada com o uso de sedativos e
hipnoéticos, estando estes neurotransmissores envolvidos em processos de epilepsia
e isquemia. (DINGLEDINE; MCBAIN, 1999; RIBEIRO et al., 2005, BANERJEE et al.,
2014).

Particularmente, varios estudos sugerem que 0S principais mecanismos
envolvidos na génese da convulséo estéo relacionados a um desequilibrio ocasionado
por um aumento da transmissdo excitatoria glutamatérgica e/ou diminuicdo da
resposta inibitoria GABAérgica. (RIBEIRO et al., 2005).

Na situacdo em repouso, 0s neurbnios possuem carga interna negativa e carga
externa positiva, estando polarizados. A ativacdo da neurotransmissao glutamatérgica
leva a abertura de canais ibnicos na membrana do neurdnio, permitindo influxo de
ions calcio e sodio. Este evento ira despolarizar a célula, gerando disparo neuronal. A
sinalizacdo GABAérgica permite influxo de ions carregados negativamente, como

cloreto (CI), hiperpolarizando a célula neuronal, dificultando o inicio de uma


http://www.annalsofian.org/searchresult.asp?search=&author=Jyotirmoy+Banerjee&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.annalsofian.org/searchresult.asp?search=&author=Jyotirmoy+Banerjee&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.annalsofian.org/searchresult.asp?search=&author=Jyotirmoy+Banerjee&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.annalsofian.org/searchresult.asp?search=&author=Jyotirmoy+Banerjee&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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despolarizacdo dos neurdnios (BRACCI et al.,, 2001; LE DUIGOU; HOLDEN;
KULLMANN, 2011; JANE; LODGE; COLLINGRIDGE, 2009; MENDEZ; BACCI, 2011;
HUNG et al., 2014).

O &cido gama-aminobutirico (GABA) atua em um dos trés tipos de receptores:
GABAA, GABABs ou GABAc (MEHTA,; TCKU, 1999). O receptor GABAA., representado
na Figura 1, é o receptor de neurotransmissores inibitérios predominante no sistema
nervoso central de vertebrados e possuem uma variedade de locais de ligacao,
através dos quais diferentes farmacos podem modular a corrente de Cl- mediada por
GABA. Os benzodiazepinicos e barbitiricos sdo conhecidos por potencializar
alostericamente a corrente mediada por GABA. Inversamente, drogas convulsivas
como a picrotoxina (PTX) e varios inseticidas sdo conhecidas por inibir a corrente
(HUANG et al., 2001).

Figura 1 — Representacdo esquematica da estrutura do receptor GABAa
GABA, receptor

ol-6 < —p1-3

Fonte: Jacob et al., 2008. Cinco subunidades (2 alfas, 2 betas e 1 gama) se reinem para formar um
canal heteropentamérico permeavel ao CI-. A ligagdo do neurotransmissor GABA ocorre na interface
entre as subunidades alfa e beta e desencadeia a abertura do canal, permitindo o rapido influxo de CI-
para dentro da célula. A ligacdo de benzodiazepinicos (BZs) ocorre na interface entre as subunidades

alfa e gama e potencializa o fluxo de CI- induzido por GABA.
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1.1.2 Modelo experimental de convulsao induzido por pentilenotetrazol

Durante o ultimo século, diversos modelos animais foram desenvolvidos na
tentativa de mimetizar esta desordem e com o intuito de aprofundar o conhecimento
sobre epilepsias. Desde a década de 1960, os modelos experimentais servem como
screening farmacolégico de drogas antiepilépticas (WHITE, 1997), contribuindo,
paralelamente, com informacfes a respeito dos mecanismos envolvidos na génese e
manutenc¢ao das crises.

Inicialmente, os modelos foram classificados em genéticos e ndo genéticos. O
primeiro consiste na geracdo de crises espontaneas geralmente relacionadas a
alteracdes na formacao e/ou no desenvolvimento do sistema nervoso (LOSCHER,
1984). Tal abordagem permite estudar a desordem de forma cronica, tendo em vista
que ao decorrer do desenvolvimento do animal ocorrerdo crises convulsivas
recorrentes. O segundo consiste na submissdo do animal a estimulos quimicos ou
elétricos, os quais culminam em crises convulsivas (STEWART et al., 2012).

O pentilenotetrazol (PTZ) é um agente quimico capaz de gerar tanto crises
convulsivas agudas, quanto cronicas (método de abrasamento) (TAKECHI et al.,
2012; TAIWEA et al., 2016). Este é um dos compostos mais utilizados nos ultimos 60
anos com o0 proposito de desenvolvimento de drogas antiepilépticas (DAES)
(LOSCHER, 2011).

A acéo convulsiva do PTZ deve-se ao seu antagonismo nao competitivo sobre
receptores GABAa, diminuindo a acdo inibitéria do GABA no SNC
(RAMANJANEYULU E TICKU, 1984). O GABA, ao ligar-se no receptor GABAa ha pos-
sinapse, promove a abertura do canal idnico do receptor, permitindo o influxo de ions
cloreto e o efluxo de ions de potassio do neurénio alvo (SIEGHART E SPERK, 2002).
A medida que o PTZ atinge o SNC, este se liga aos receptores GABAa impedindo a
acao do GABA, consequentemente bloqueando o influxo de ions (RAMANJANEYULU
E TICKU, 1984).

O PTZ, inicialmente, produz espasmos mioclénicos, movimentos fugazes de
excitacdo ou de relaxamento muscular que acarretam uma contracdo rapida e
sincronizada dos musculos envolvidos, que se tornam subsequentemente mantidos e
podem levar a uma crise ténico-clénica generalizada (CRESTANI et al., 2002). Assim,

neste modelo, o aumento da laténcia para o aparecimento das convulsdes é um forte
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indicativo de uma acdo anticonvulsivante (DE SARRO et al., 1996; QUINTANS-
JUNIOR et al., 2002).

1.1.3 Areas cerebrais selecionadas: Cortex pré-frontal, hipocampo e corpo

estriado

As regibes que mais comumente originam descargas epilépticas em seres
humanos séo o cortex e hipocampo. Sao também essas estruturas que, em modelos
animais, apresentam maior susceptibilidade a crises. Dentre as regides do cortex, o
cortex pré-frontal € uma das regides cerebrais relacionadas com o surgimento e
disseminacao de crises convulsivas. Nessa area, existem diferentes tipos celulares,
incluindo neurénios piramidais excitatérios e GABAérgicos inibitérios, o qual enviam
projecOes glutamatérgicas para diferentes regides cerebrais, incluindo o nucleo
accumbens, nucleo que faz parte do estriado ventral, que é uma das trés subdivisdes
do corpo estriado (DELONG et al., 2000; MIDDLETON & STRICK, 2000; CHEN et al.,
2016).

O corpo estriado, composto pelo nucleo caudado, putamen e estriado ventral,
€ o principal nucleo da base recebedor de impulsos glutamatérgicos excitatérios. Essa
regido possui abundancia de receptores excitatorios, sendo a neurotransmissao
glutamatérgica relacionada as convulsées (ENGEL et al., 2001). Os nucleos da base
estdo envolvidos com o controle motor, planejamento e execucdo de estratégias
motoras complexas. Estes nucleos consistem em varios nudcleos subcorticais
interconectados com projecdes para o cortex, talamo e certos nucleos do tronco
encefélico. Eles recebem impulsos de entrada principalmente do cortex cerebral e
talamo e mandam impulsos de saida de volta para o cértex (via talamo) e para o tronco
encefalico. Desta forma, os nucleos da base sdo os principais componentes de um
amplo circuito cortical-subcortical ligando o cértex e o tAlamo (DELONG et al., 2000).

Conforme mencionado anteriormente, outra regido envolvida em episodios
convulsivos € o hipocampo, o qual possui importantes conexdes com o talamo,
hipotalamo e cortex entorrinal. Estas conexdes |he permitem atuar como conferidor
das informacdes sensoriais provenientes do cértex entorrinal e confronta-las com as
predi¢cdes geradas no sistema limbico, que, por sua vez, integra informacdes de outras
partes do cérebro, incluindo o cortex pré-frontal. Animais com epilepsia apresentam



intensa morte neuronal predominante nessa area. (SCORZA et al.,

NASCIMENTO et al., 2012).

1.1.4 Radicais livres e o0 estresse oxidativo no Sistema Nervoso Central
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2005;

Um radical livre define-se como um atomo ou grupo de atomos que possuem

um ou mais elétrons ndo emparelhados em sua Orbita, e, uma vez que necessitam

completar seus pares de elétrons para se estabilizarem, sdo altamente reativos
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). As denominadas espécies reativas sao
originadas a partir de radicais livres. A producdo de espécies reativas de oxigénio

(EROs), dentre outras espécies reativas como as de nitrogénio, sdo parte integrante

do metabolismo humano e sédo observadas em diversas condicdes fisiologicas, como

demonstrado na Figura 2 (VASCONCELOS et al., 2007).

Figura 2 —Reducdo tetravalente do Oz na mitocéndria até a formacéo de agua (Hz0).
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Fonte: Adaptado de Cohen, 1989. Varias espécies reativas sdo formadas durante o processo de

reducdo do Oz na mitocondria.

A redugédo incompleta de O2 pode ocorrer em situacdes patolégicas levando a

formacdo de EROs que, ndo controlados, reagem com moléculas importantes,
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incluindo enzimas, lipidios de membrana e DNA. O estresse oxidativo é o mecanismo
mais importante no desenvolvimento e progressao da epilepsia e outras doencas,
incluindo a doenca de Alzheimer, doencas degenerativas crénicas, acidente vascular
cerebral, artrite reumatoide, diabetes e outras (TAIWE et al., 2016).

As espécies reativas podem reagir com &cidos graxos poli-insaturados da
membrana celular, comprometendo a estrutura da membrana, levando a destruigao e
morte celular, processo denominado de peroxidacao lipidica. O cérebro é um alvo
preferencial do processo peroxidativo, pois apresenta uma grande quantidade de
acidos graxos poli-insaturados (HALLIWELL, 1994; FERREIRA; MATSUBARA, 1997,
NAFFAH-MAZZACORATTI et al.,, 2001). Entre as espécies reativas de nitrogénio,
destaca-se o peroxinitrito, que leva a desordem mitocondrial, culminando em morte
por necrose ou apoptose. No processo patologico, a superproducdo de éxido nitrico
(ON) é convertida a peroxinitrito (CZUCZWAR et al., 1999; DE SARRO et al, 1993;
LEITS e NICOTERA, 1998).

O NO é um radical livre relativamente abundante que funciona como um
importante  sinal biolégico em varios processos fisioldgicos, incluindo
neurotransmissao, regulacdo da pressao sanguinea, mecanismos de defesa do corpo,
relaxamento da musculatura lisa, dentre outros. Possui baixa reatividade com a
maioria das biomoléculas, mas reage facilmente com outros radicais livres levando a
formacao do peroxinitrito (AGUIAR et al., 2012). A sintese de NO é realizada por um
grupo de enzimas denominadas de NO sintases (NOS) composto pela endotelial
(NOSe), neuronal (NOSnN) e induzivel (NOSI), sendo o aumento da produgdo de NO
relacionado com doencas cerebrais e associado com o aumento da fungdo ou
expressao dessas enzimas (VIZZARD et al., 1995; DAWSON E DAWSON, 1996; WU,
1996; LUMME et al., 1997; LEIST E NICOTERA, 1998; VANHATALO et al., 1998).

1.1.5 Sistema de defesa antioxidante

Para se proteger, a célula possui sistemas de defesa, que atuam de modo a
evitar que o agente cause a lesdo, constituida por glutationa reduzida (GSH),
superéxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GP) e vitamina E e
promovendo o reparo por meio do acido ascorbico, pela glutationa redutase (GR) e

entre outros como demonstrado na Figura 3 (TAIWE et al., 2016).
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Figura 3 — Principais mecanismos de inativagdo de espécies reativas de oxigénio
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Fonte: Elaborado pelo Autor. A Superéxido dismutase (SOD) transforma o radical superoxido (O27) em
peroxido de hidrogénio (H202). O H202 pode ser convertido em agua (H20) pela enzima catalase ou se
transformar em radical hidroxil (HO®) e radical hidroxila (HO-) devido a reagdo de Fenton. A hidroxila
pode se complexar com H* presentes na célula e se transformar em H20. A glutationa reduzida (GSH),
catalisada pela enzima glutationa peroxidase (GP), capta o HO’ ou H202, levando a formacgédo de

glutationa oxidada (GSSG) que libera uma molécula de H20.

A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo enddgeno presente em todas as
células de mamiferos. Pode ser considerada um dos agentes mais importantes do
sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da
exposicdo a agentes como ions ferro (GALLEANO; PUNTARULO, 1995), oxigénio
hiperbérico, ozénio, radiacdo e luz ultravioleta (DENEKE; FANBURG, 1989). Além
disso, participa da eliminac&o de produtos da lipoperoxidacdo e do combate as EROs
(OLIVEIRA et al., 2006).
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1.2 Astrécitos

Durante a ultima década, participar das sinapses e da transferéncia de
informacé&o neural deixou de ser exclusiva dos neurdnios. Evidéncias crescentes vém
corroborando para o papel dos astrocitos em diversas etapas da formacéo,
eliminacéo, estabilizacao e eficicia das sinapses, assim como possivel envolvimento
no desenvolvimento de doencas cerebrais como a epilepsia (GOMES et al., 2001,
STIPURSKY et al., 2010; 2011; 2012; CRUNELLI, CARMIGNOTO, STEINHAUSER,
2015).

Os astrocitos sdo as células gliais mais abundantes no SNC, constituindo
aproximadamente metade das células do cérebro humano. Estes desempenham uma
série de funcdes essenciais para a homeostase do SNC, incluindo manutencao dos
niveis ibnicos do meio extracelular, captacdo e liberacdo de diversos
neurotransmissores, como no metabolismo dos neurotransmissores glutamato e
GABA, participacdo na formacédo da barreira hematoencefélica, secrecdo de fatores
troficos essenciais para a sobrevivéncia e diferenciagdo dos neurbnios,
direcionamento de axdnios e formacéo e funcionamento das sinapses (CRUNELLI,
CARMIGNOTO, STEINHAUSER, 2015).

O termo sinapse tripartite se refere ao conceito baseado na presenca de uma
comunicacao entre os astrocitos e neurdnios no ambiente sinaptico, adicionando o
conceito de que glia e sinapse trocam informa¢des como demonstrado na Figura 4
(CRUNELLI, CARMIGNOTO, STEINHAUSER, 2015).
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Figura 4 — Estrutura da sinapse tripartite composta pelos neurdnios pré e pos-

sinpticos (em azul) e a célula astrocitaria (em verde)

Transmissdo Sinaptica

... >

D AMPA
e ® _
Pré-sinapse ———> €} ® 5 Pos-sinapse ™ NMDA
o o0 © | :
Transportador de Glutamato
o )= .
* [6) - * mGIuR
. X
Y N Gliotransmissores
(D-serina/ATP)
- 3 ®
oP @® Glutamato
Astrocito Glutamina

Fonte: Gomes, Tortelli, Diniz, 2013. Liberacdo de glutamato na fenda sinaptica. O receptor
metabotropico tipo Il mGIuR também estd presente pré-sinapticamente e pode limitar a liberagédo
sinaptica de glutamato. Astrdcito pode liberar diretamente glutamato, regulando a atividade pré- e pos-
sinjptica. O excesso de glutamato é removido pelos transportadores astrocitarios de glutamato.
Receptores do tipo AMPA, quando ativados, permitem influxo de sédio e consequente despolarizagao
da membrana neuronal. Os receptores NMDA também sao ativados pelo glutamato, juntamente com

seu co-agonista, a D-serina.

A observacdo de que astrocitos expressam uma série de receptores de
neurotransmissores na sua membrana, assim como a identificacdo da sintese e
secrecdo dos chamados gliomoduladores pelos astricitos, mostraram que essas
células séo responsivas as atividades neuronais, bem como podem modula-las.
(SCHAFER et al., 2013).

AlteracOes astrocitarias sdo comuns a diversas doengas neurais e lesdes
cerebrais caracterizadas por alteracées morfologicas, fisiologicas e moleculares nos
astrocitos, conhecidas como reatividade astrocitaria. Dentre as alteracdes
astrocitarias podemos observar a formacdo de cicatrizes gliais, constituida

principalmente por astrocitos reativos, resultando na reorganizacao da arquitetura do
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tecido para isolamento fisico da area da injuria dentre outras atividades (DONG &
BENVENISTE, 2001; SEIFERT et al., 2006; DE KEYSER et al., 2008). Porém
astrocitos reativos tém uma reducdo na sua capacidade de sequestrar espécies
reativas de oxigénio (EROs), devido a diminuicdo na liberacdo de enzimas
antioxidantes. Como os astrécitos sdo as principais células de defesa antioxidante no
tecido nervoso, os niveis de radicais livres e outros tipos de espécies reativas de
oxigénio aumentam em diversas patologias com reatividade astrocitaria. Além disso,
a importante funcédo de regular os niveis de neurotransmissores na fenda sinaptica
fica prejudicada em diversas patologias. (RAO et al., 2003).

Na epilepsia, existe a ocorréncia de astrécitos reativos tanto em sindromes que
causam epilepsia, como em modelos de doenca em animais. Nesses casos, 0S
astrocitos apresentam ndo so6 reducado da expresséao de transportadores de glutamato,
mas reducdo da expressdo dos canais de potassio retificadores de influxo (canais
Kir4.1) responsaveis pela remocao de ions K* que ficam acumulados durante intensa
atividade sinaptica. Isso causa um aumento local de ions K*, ocasionando crises
epiléticas e enfatizando a importancia do estudo desta célula como possivel alvo
farmacoldgico em casos de epilepsia (BORDEY; SONTHEIMER, 1998; BEDNER;
STEINHAUSER, 2013; DEVINSKY et al, 2013; CRUNELLI, CARMIGNOTO,
STEINHAUSER, 2015).

1.3 Peptideos de artrépodes: moléculas com potencial efeito biolégico

Ao longo dos séculos, os produtos naturais tém servido como uma importante
fonte de drogas para tratar e/ou prevenir doencas. Venenos de insetos tém sido
usadas pela medicina chinesa e coreana tradicional, bem como antigas civiliza¢des
egipcia e grega desde 1000-3000 a.C. para controlar uma série de doencas, incluindo
distarbios neuroldgicos (SILVA et al., 2015).

Esses compostos vém sendo explorados e investigados devido a vasta
diversidade de suas estruturas quimicas e por se tratarem de compostos
biologicamente ativos, que podem servir como modelos para novos medicamentos,
satisfazendo as novas necessidades terapéuticas. Muitos avancos nesses estudos
tém sido alcangados, devido ao desenvolvimento de novas técnicas como proteémica,
transcriptoma e genémica. (CHIN et al., 2006; CLARK, 1996; MORTARI et al., 2013;
TORRES et al., 2014).


https://www.google.com.br/search?espv=2&rlz=1C1AVNE_enBR673BR674&biw=1517&bih=735&q=transcriptoma&sa=X&ved=0ahUKEwinmIWAzeDPAhXCxpAKHYE7ChYQ7xYIGSgA
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Os artrépodes, constituem o grupo de animais mais numerosos do planeta.
Nele estdo incluidos os insetos, aracnideos, crustaceos, diplépodes, entre outros.
Estudos indicam que este grupo representa cerca de oitenta por cento de todo o reino
animal, o que faz dos artropodes 0 grupo mais rico em espécies, diversidade de
formas, tamanhos, cores e novas moléculas em todo o planeta. O sucesso dos
artropodes em colonizar a terra é atribuido a extraordinaria versatilidade quimica
destes animais. Eles produzem diversas substancias, dentre elas venenos para
paralisar e/ou matar suas presas, repelentes e irritantes para afastar seus inimigos,
feromonios para comunicacao social e reproducéo, entre outras fungées (MEINWALD;
EISNER, 1995).

O grande interesse por diversas areas cientificas, no estudo das novas
moléculas oferecidas pelos artropodes, deve-se as notaveis propriedades que
possuem tais como alta eficiéncia, baixa probabilidade de resisténcia microbiana,
toxicidade limitada e baixa imunogenicidade para o homem (LEWIS; GARCIA, 2003;
KING, 2013).

Venenos de abelhas e vespas sdo conhecidos por serem ricos em moléculas
neuroativas que podem ser valiosas para o desenvolvimento de novas drogas ou agir
como ferramentas farmacolégicas para estudar o funcionamento normal e patolégico
do sistema nervoso (SILVA et al., 2015).

1.3.1 Veneno de formigas

As formigas (Vespoidea: Formicidae) pertencem a classe Insecta e ordem
Hymenoptera, a qual compreende familias como Apidae (abelhas), e Vespidae
(vespas) (GULLAN; CRANSTON, 2010). Com mais de 1000 espécies distribuidas em
28 géneros, como Dinoponera e Paraponera. A subfamilia Ponerinae é um grupo
primitivo de formigas, principalmente encontrado em areas tropicais. E representada
por varios géneros, como Dinoponera, Paraponera e Diacamma. O género
Dinoponera abriga oito espécies (D. quadriceps; D. australis, D. gigantea, D. hispida,
D. lucida, D. longipes, D. mutica, D. snellingi), conhecidas como falsas tocandiras. Os
géneros Dinoponera e Paraponera abrigam as formigas de interesse médico. Estudos
mostram que a peconha de formigas da subfamilia Formicinae € constituida de
misturas simples de &cidos organicos, enquanto que a peconha de formigas das
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subfamilias Ponerinae e Myrmicinae € constituida de misturas complexas de proteinas
e neurotoxinas (LIMA e BROCHETTO-BRAGA, 2003).

Os estudos sobre peconhas de formigas sdo escassos, e as mais bem
estudadas séo das formigas das subfamilias Myrmaciinae, Ponerinae, Pseudimyrmecinae
e Myrmicinae, que se apresentam como solu¢des aquosas ricas em proteinas enzimaticas
e ndo enzimaticas, amino&cidos livres e pequenos compostos biologicamente ativos como
histamina, acetilcolina, norepinefrina e dopamina (SCHMIDT et al., 1986; ATTYGALLE;
MORGAN, 1984). Recentemente, foi obtido o transcriptdma da glandula de veneno da
formiga Dinoponera quadriceps (Figura 5), onde foi identificado uma variedade de
peptideos, apresentando funcdes descritas na literatura que variam desde bloqueadores
de canais idnicos, de receptores neuronais, até acdo antimicrobiana (FAN et al., 2001,
SAMY et al., 2012; TORRES et al., 2014).

Figura 5 — Formiga Dinoponera quadriceps
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Fonte: Costa, 2013.

1.3.1.1 Toxinas presentes no veneno da formiga Dinoponera quadriceps e peptideo
sintético LS9

Primariamente, nosso grupo de pesquisa demosntrou o efeito neuroprotetor do
veneno da Dinoponera quadriceps em modelo quimico de convulsédo induzido por

PTZ, demonstrando a possivel existéncia neste veneno de moléculas com acéo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24498135
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anticonvulsivante capazes de atravessar a barreira hemato-encefalica, bem como que
o efeito esteja relacionado possivelmente a atuacéo no sistema GABAérgico (LOPES
et al., 2013).

Posteriormente, nosso grupo de trabalho realizou o estudo transcriptomico da
glandula da formiga Dinoponera quadriceps e, utilizando a ferramenta Blast, comparou
com sequéncias traduzidas em bancos de dados de proteinas e de nucleotideos o que
permitiu a classificacdo e identificacdo de precursores de toxinas conforme
apresentado na Figura 6 (TORRES et al., 2014).

Figura 6 - Proporcéo de transcritos de toxinas expressos na glandula de veneno de
Dinoponera quadriceps

i TX01_DIQUA (Dinoponeratoxina) i TX09_DIQUA (Dinoponeratoxina)
i TX06_DIQUA (Pilosulina-simile) L TX05_DIQUA (ICK-simile)

H TX08_DIQUA (Altitoxina-simile) M TX02_DIQUA (Alergeno-CAP)

H TX17_DIQUA (Alérgeno 2/4) H TX12_DIQUA (Toxina-TIL)

H TX21_DIQUA (Alérgeno 2/4)

Fonte: Torres et al., 2014. Os transcritos mais abundantes foram agrupados em dois novos grupos de
precursores de toxinas denominados de dinoponeratoxinas (TX01_DIQUA e TX09_DIQUA). O segundo
e o terceiro grupo de toxinas mais abundantes (TX06_DIQUA e TX05_DIQUA) foram classificados
como pilosulina-simile e ICK-simile. A toxina TX08_DIQUA, classificada como altitoxina, uma
neurotoxina. Os precursores das toxinas TX02_DIQUA, TX17_DIQUA e TX21 DIQUA representam
substancias alergénicas. A TX12_DIQUA apresentam um dominio TIL (Trypsin inhibitor-like).

Conforme demonstrado na figura anterior, foi identificado o contig TX06_DIQUA
no veneno desta formiga, sendo um dos componentes mais abundantes, e

classificado como pilosulina-simile. Apos analise protedmica, identificou-se que essa


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24498135
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toxina sofre clivagem em diferentes pontos, os quais levam a formacéo de Dg-la, Dg-
Fa, Dg-Ra e Dg-Pa (Figura 7) (TORRES, 2014).

Figura 7 — Alinhamento do precursor codificado pelo contig TX06 DIQUA com
peptideos cuja sequéncia foi determinada pela analise proteémica

Peptideo sinal Pro-peptideo Peptideo maduro
TX06 DIQUA |MKLSALSLVFGMILMMTIMYTNAEAEATAEADADAEAEAEAEARVGARVSTEE KG-------- 62
Dg-Ia 872 ===m—mmm e e e e e LVGALVSTI-me-H-m- - -
Dg-Fa 98 === mmmmm e e - e e D RSV -~~~ - -~~~ 9
Dg-Ra 1840 === mmm e e e e e e e ] LVGALVSTLL SHUME]--------- 18
Dg-Pa 1856 ====== === mmm o mm oo — LVGALVSTLLSEVESE K--------- 18

Fonte: Torres, 2014. TX06_DIQUA: precursor de poliosulina; Peptideos da peconha de Dinoponera
quadriceps: Dg-la; Dg-Fa; Dg-Ra; Dg-Pa. Metionina oxidada esté identificado em amarelo.

Dentre os peptideos formados apds clivagem do contig TX06_DIQUA, trés
deles apresentam um grau de homologia com o peptideo DA-1837 encontrado na
peconha da Dinoponera australis como demonstrado na Tabela 1. O peptideo DA-
1837 foi descrito por apresentar similaridade com peptideo poneratoxina da peconha
de Paraponera clavata, peptideo que interfere nos canais de sodio bloqueando as
transmissdes sinpticas no sistema nervoso (PIEK et al., 1991; JOHNSON et al.,
2016). Por conseguinte, Dg-Fa, Dg-Ra e Dg-Pa podem apresentar um possivel efeito
em canais de sodio, sendo o bloqueio desses canais uma alternativa como alvo
farmacoldgico para o tratamento de crises convulsivas, como observado pelo Zhao et
al (2011) que ao averiguar a acdo de BmK AS, um modulador especifico de canal de
sédio, originado do veneno do escorpido Buthus martensii Karsch (BmK), encontrou,
apos injecao hipocampal, um efeito capaz de suprimir as crises convulsivas induzidas
por PTZ em ratos, sugerindo que o mesmo possui atividade anticonvulsivante
(HUANG et al., 2001; PATSOUKIS et al., 2004).
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Tabelal — Homologia de sequéncias entre os peptideos Dg-Fa, Dg-Ra e Dg-Pa da

Dinoponera quadriceps com o peptideo DA-1837 da Dinoponera australis

Dg-Ra LVGALVSTLLSLVPSLMK
Dg-Pa LVGALVSTLLSLVPSLMK
Dg-Fa LSLVPSLMK

DA-1837 FLGGLIGPLMSLIPGLLK

Fonte: Adaptado de Torres, 2014. Metionina oxidada esta identificado em negrito.

Provavelmente, a regido composta pelos nove aminoacidos finais dos
peptideos Dg-Fa, Dg-Ra e Dg-Pa pode estar relacionada com efeito biolégico, visto
que de quatro peptideos formados a partir de um mesmo precursor, contig
TX06_DIQUA, trés apresentam similaridade estrutural nessa regido. Por tanto,
utilizando a estrutura do Dg-Fa como modelo, o peptideo LS9 foi obtido por sintese
quimica de fase sdlida, purificado por cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) e analisado por esptrofotometria de massa, obtendo teor de pureza superior
a 95% e intitulado de LS9 por causa da sua composicao estrutural, L devido ao
aminoacido leucina, S devido ao serina e 9 por causa do nimero de aminoacidos que
o compde e utilizado no presente estudo em modelo de convulsdo quimico induzido
por PTZ, método de induzir convulsGes bastante utilizado na triagem de drogas
anticonvulsivantes, por, possivelmente, ser um dos peptideos responsaveis pelo efeito
anticonvulsivante observado por Lopes et al (2013) (HUANG et al., 2001; PATSOUKIS
et al., 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar da disponibilidade de medicamentos anticonvulsivantes,
aproximadamente 30% dos pacientes continuam a viver com epilepsia de dificil
controle. Estes pacientes sdo considerados como resistentes a terapia ou refratarios
aos medicamentos existentes. Dentro desse contexto, € de extrema importancia a
busca por substancias que possam preencher as lacunas existentes no tratamento da
epilepsia, sendo os produtos naturais e os sintetizados a partir de fontes naturais
recursos promissores para este proposito (TAIWEA et al., 2016; MONGE-FUENTES
et al., 2015).

Estudos com veneno de artropodes demonstraram a existéncia de uma fonte
extraordinaria de moléculas bioativas que atuam com seletividade e especificidade no
SNC de mamiferos. Este é sustentada por um nimero crescente de estudos com
veneno ou peptideos extraidos de veneno de vespas, aranhas e escorpifes que
mostram eficacia em varios modelos animais de epilepsia (COUTO, 2012; LOPES,
2013; MONGE-FUENTES et al., 2015).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa observou, em estudos anteriores,
efeito anticonvulsivante do veneno da formiga Dinoponera quadriceps em modelo de
convulsdo induzido por PTZ quando administrado como pré-tratamento pela via
intraperitoneal (ip) (LOPES et al., 2013). Em busca de identificar os possiveis
componentes presentes no veneno responsaveis pelo efeito anticonvulsivante, Torres
(2014) observou no estudo transcriptdmico da glandula do veneno da formiga, seguido
por estudo protedmico, peptideos com potencial efeito bioldgico, dentre eles o
peptideo Dg-Fa.

Posteriormente, o peptideo LS9 foi sintetizado, possuindo estrutura semelhante
ao peptideo Dg-Fa, e utilizado no presente estudo em modelo de convulsdo induzido
por PTZ em camundongos, método de triagem de drogas anticonvulsivantes (HUANG
et al., 2001; PATSOUKIS et al., 2004), possibilitando a investigacdo de uma nova
molécula com possivel efeito anticonvulsivante que, futuramente, possa ser utilizada
como modelo para obtencédo de um farmaco, capaz de diminuir crises convulsivas em

pacientes refratarios aos DAESs existentes no mercado.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24498135
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torres%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24498135
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar a acdo do peptideo sintético LS9 em modelo animal de convulsao

induzido por pentilenotetrazol (PTZ) e sobre a viabilidade de astrdcitos in vitro.

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar, através de estudos comportamentais, a atividade do peptideo LS9,
administrado por via intraperitoneal, sobre convulsédo induzida por PTZ.

e Avaliar parametros oxidativos de les&o neural, analisando a concentragéo de

glutationa reduzida, TBARS e nitrito do modelo in vivo estudado.

e Determinar a viabilidade celular, em astrocitos, apos tratamento com o peptideo
sintético LS9

e Determinar a viabilidade celular, em astrocitos, apos tratamento com o peptideo

sintético LS9, em diferentes concentracdes, associado com PTZ.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do peptideo sintético LS9

O peptideo foi obtido por sintese quimica de fase sdlida no Laboratorio de
Bioquimica e Biotecnologia — MarMoBioLab, Instituto de Ciéncias do Mar/UFC — prof.
Dr. Gandhi Radis Baptista, sendo purificado por cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) e analisado por esptrofotometria de massa, obtendo teor de
pureza superior a 95%. O peptideo € encontrado no veneno da formiga Dinoponera

quadriceps, possuindo como estrutura a sequéncia de aminoacidos: LSLVPSLMK.
4.2 Animais

Para avaliacdo da atividade do peptideo sobre modelo animal de convulsédo
foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 28 e 33g, mantidos com
dieta comum, composta por racdo padrdo e agua ad libitum. Os animais foram
acondicionados em caixas de polipropileno, aclimatizados entre 22 + 0,5°C, com ciclos

de claro/escuro, 12/12h e circulacao de ar controlados.
4.3 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEUA-
UFC) da Universidade Federal do Ceara, sendo aprovado e registrado sob o nimero
de protocolo 16/2016.

4.4 Drogas utilizadas

Todas as drogas foram adquiridas da empresa Sigma Chemical Co., USA. O
peptideo liofilizado foi diluido em soro fisiologico 0,9% estéril, sendo preparado para

administragéo imediatamente antes de cada analise experimental.
4.5 Modelo de convulséo induzido por PTZ e analises comportamentais

O modelo de indugéo de convulsdo por PTZ foi selecionado, pois estudo
anterior com o veneno total da formiga Dinoponera quadriceps bservou efeito
anticonvulsivante somente nesse modelo (LOPES et al., 2013). Os camundongos
Swiss machos foram pré tratados com o peptideo sintético LS9, sendo administrado
pela via intraperitoneal (ip.), nas concentragdes de 0,1; 0,2 ou 0,4 mg/kg (n= 6 a 8).

Estas concentracdes foram selecionadas com base em estudo anterior com o veneno
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total da formiga Dinoponera quadriceps (LOPES et al., 2013). Apds meia hora, foi
induzida a convulsdo em todos os animais através da administracdo de
pentilenotetrazol (80 mg/kg, i.p. - Sigma Chemical Co., USA) (YILMAZ, 2007). Os
animais foram colocados em gaiolas individuais e observados durante 30 minutos para
avaliacao dos seguintes parametros comportamentais (em segundos): laténcia para a
primeira convulsdo (tempo decorrido antes da manifestagéo da primeira convulséo) e
laténcia para a morte (tempo decorrido até a morte do animal). O evento convulsivo
foi caracterizado essencialmente pela extensdo dos membros posteriores e/ou do
salto descoordenado (TURSKI et al., 1983. AGUIAR et al., 2012). No grupo controle,
os animais foram pré tratados apenas com veiculo utilizado para solubilizar a droga

(Soro fisiolégico 0,9% estéril).
4.6 Avaliacdo dos parametros oxidativos de lesdo neural

Em todos os grupos experimentais foram avaliados o grau de leséo de
membrana celular (peroxidacéo dos lipideos de membrana), formacéo de 6xido nitrito
(dosagem de nitrito) e mensuracgéo da concentracao da glutationa reduzida (GSH) em
trés das regibes do encéfalo mais acometidas pelos efeitos deletérios da convulsao:
cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado, podendo estar relacionadas de forma
importante com 0s mecanismos de instalacdo, propagacdo e/ou manutencao das
convulsdes (MARINHO et al., 1998). As areas cerebrais foram homogeneizadas em

solucéo tampao fosfato de sédio (pH 7,4 / 50 mM), a 10% (p/v).
4.5.1 Determinacédo da Peroxidacao Lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo nas areas cerebrais foi pesquisado através do
ensaio de TBARS (Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico). Neste, foi utilizado
como marcador a determinacdo dos niveis de MDA (malondialdeido), o qual € um
produto secundario da peroxidacéo lipidica. Conforme o método de Huong et al.
(1998), em 63 pL do homogenato foram adicionados 100 pL de &cido perclérico 35%
e centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos e a 4°C. A 150 puL do sobrenadante
resultante foi adicionado 50 L de &c. tiobarbitarico 1,2%. Essa mistura foi levada para
banho-maria (£ 95°C / 30 minutos). Apds, resfriou-se e transferiu-se 150 pL para placa
de 96 pocos, a fim de se realizar a leitura dos niveis de MDA em espectrofotdmetro a
535 nm. Previamente, uma curva padrdo de MDA foi feita utilizando-se as
concentracdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78, 0,39, 0,195 e 0,97 pL/mL.
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Figura 8 - Reacao entre o acido 2-tiobarbittrico e MDA sob condi¢fes acidas
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Fonte: Adaptado de Eagle Biosciences.

4.5.2 Determinacédo do Contetudo de Nitrito

A mensuracgéo do contetdo de nitrito foi feita de acordo com o método descrito
por Green et al. (1981). Este método é utilizado para determinacdo da formacao de
radicais derivados de nitrogénio, sendo um modo indireto de se determinar a sintese
de 6xido nitrico (NO). Em uma placa de 96 pocos foi adicionado 100 pL do reagente
de Griess (Partes iguais de: Sulfanilamida 0,1% em &c. fosférico 5%, NEED 1%, Ac.
Fosforico 5% e Agua destilada) juntamente com 100 pL do homogenato de tecido a
10% em tampéo fosfato. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas, a 560nm.
Previamente, uma curva padrao de nitrito foi gerada utilizando as concentracdes de
100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 nmol/mL.

Figura 9 — Mecanismo de reacéo usado no método de Griess
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Fonte: Ramos et al., 2006.
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4.5.3 Determinacéo da concentracao da glutationa reduzida (GSH)

A determinacao da concentragdo da GSH baseia-se na reacéo do reagente de
Ellman, o 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) (DTNB) com o tiol livre originando um
dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-tiobenzéico (MORI et al.,, 1992). Foram
preparados homogenatos a 10% das areas cerebrais estudadas em EDTA 0,02 M, em
seguida as amostras foram misturadas ao acido tricloroacético a 50%. O material foi
agitado e centrifugado a 5000rpm por 15 min. Em seguida foi recolhido 60 uL do
sobrenadante e acrescido 120 uL de tampao Tris-HCI 0,4M, pH 8,9 e 5u de DTNB. A
absorbéancia foi medida em leitor de microplacas, a 412nm. Previamente, uma curva
padrao de GSH foi gerada utilizando as concentracdes de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100
Mg/mL.

Figura 10 — Reacéo entre a glutationa reduzida e DTNB (reagente de Ellman)
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Fonte: Junior et al., 2001.

4.6 Andlise da atividade do LS9 sobre astrécitos in vitro

A linhagem de astrécitos corticais imortalizados foi gentiimente cedida pela
Profa. Dra. Soraya Soubhi Smaili (Laboratorio de Sinalizacdo de Calcio e Morte

Celular - Universidade Federal de S&o Paulo).
4.6.1 Cultivo da linhagem celular utilizada

Os astrdcitos corticais foram cultivados em meio DMEM (Dulbecco’s Modified

Eagle’s Medium) suplementado com soro bovino fetal (10%) e antibidticos
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(100.000U/mL de penicilina, 10mg/mL estreptomicina). Foram incubadas em estufa a
37°C, atmosfera de 95% de umidade e 5% de CO2. Durante o periodo de cultivo foram

feitos repiques sucessivos de acordo com a necessidade das células.
4.6.2 Determinacéo da viabilidade celular apés tratamento com o LS9

O ensaio utilizado na mensuracdo da viabilidade celular foi do MTT que
consiste em uma analise colorimétrica que mede a citotoxicidade de forma indireta
(MOSMANN, 1983). O MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H) € um
sal de tetrazodlio soluvel em agua, o qual é convertido em cristais de formazan de cor
parpura por células viaveis. Os cristais sdo solubilizados, formando um produto
colorido cuja medicéo da densidade Optica € feita em espectrofotdmetro a 570 nm de
absorbancia (HEINRICH et al., 2005). As células foram plaqueadas e tratadas com o
LS9 (100; 80; 60; 40; 20; 10 pmol/mL) ou com uma associacdo entre LS9 (100; 80;
60; 40; 20 ou 10umol/mL) e IC 50 de PTZ 33,12 mM/mL (concentracao necessaria
para matar 50% da populacédo de células) (LOPES et al., 2013). Ap6s 24 horas do
tratamento, 100 pL do sobrenadante foram removidos e adicionou-se 10 yL de MTT
2,5 mg/mL dissolvido em PBS. ApGs incubacao por 4 horas em estufa a 37°C e 5% de
COg2, adicionou-se 90 pL da solugdo de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10%
dissolvido em HCL 0,01N, para solubilizar os cristais de formazan formados. As placas
foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 17 horas, e posteriormente foi

realizada a leitura em espectrofotometro com comprimento de onda de 570nm.

Figura 11 - Ensaio de reducdo do 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio.
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Fonte: De Menezes, 2013.

A porcentagem de viabilidade dos grupos tratados foi calculada pela

comparacao da absorbancia dos grupos testes em relacdo ao controle, sendo
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considerada como 100% a viabilidade média do grupo controle (GOMES, 2006;
MOSMANN, 1983).

4.7 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como a média = EPM. Na avaliacdo estatistica dos
ensaios in vivo, para determinacéo da laténcia para a primeira convulsao, laténcia de
morte e parametros oxidativos foram realizadas a analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo pés-teste Student Newman Keuls e ANOVA seguido pelo pés-teste de
Bonferroni, para as experimentagdes in vitro. Para ambos os modelos experimentais
in vivo e in vitro, os valores de probabilidade (P) menores do que 0,05 foram
considerados significativos. O programa utilizado para analises estatisticas foi o
GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios in vivo

5.1.1 Determinag&o da atividade do LS9 sobre modelo de convulsé&o induzido
por PTZ — ensaios comportamentais

No presente estudo dos efeitos de LS9 sobre modelo de convulsdo quimico
induzido por PTZ, foram analisados nos ensaios comportamentais a laténcia para
primeira convulsao (LPC) e laténcia para a morte (LM) em segundos. Os resultados
comportamentais encontrados mostraram que 0s animais tratados com todas as
concentracfes analisadas do peptideo foram capazes de aumentar a laténcia para a
ocorréncia da primeira convulsdo (Gréfico 1 e Tabela 1), e a concentracdo de
0,2mg/kg aumentou, significativamente, o periodo de laténcia de morte (grafico 2 e
tabela 1).

Gréfico 1 - Efeito do peptideo sintético LS9 sobre a laténcia para a primeira convulsao

no modelo de convulsao induzido por pentilenotetrazol em camundongos
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Fonte: Elaborado pelo Autor. Valores expressos como média = EPM de grupos composto por 8 animais.

Animais tratados com LS9 pela via ip. O grupo controle foi pré tratado apenas com veiculo utilizado
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para solubilizar o peptideo (SF - soro fisiologico estéril 0,9%). *p < 0,05 comparado com o grupo controle
(ANOVA seguido pelo pés-teste Student-Newman-Keuls).

Grafico 2 - Efeito do peptideo sintético LS9 sobre a laténcia para a morte no modelo

de convulsao induzido por pentilenotetrazol em camundongos
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Fonte: Elaborado pelo Autor. Valores expressos como média + EPM de grupos composto por 8 animais.
Animais tratados com LS9 pela via ip. O grupo controle foi pré tratado apenas com veiculo utilizado
para solubilizar a droga (SF - soro fisiolégico estéril 0,9%). **p < 0,001 comparado com o grupo controle

(ANOVA seguido pelo pés-teste Student-Newman-Keuls).
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Tabela 2 - Efeito do peptideo sintético LS9 no modelo de convulsédo induzido por

pentilenotetrazol em camundongos

Pentilenotetrazol (80mg/kg, i.p.)

Grupos LPC LM
Controle 87,50 + 14,62 269,3 £101,0
LS9 0,1 mg/kg 136,9 + 35,44* 332,6 £167,1
LS9 0,2 mg/kg 143,4 + 58,10* 544,8 £ 65,01**
LS9 0,4 mg/kg 150,8 + 23,47* 328,7 £125,9

Fonte: Elaborado pelo Autor. Laténcia para a primeira convulsdo (LPC) (segundos) e laténcia para a
morte (LM) (segundos). Valores expressos como média + EPM de grupos composto por 8 animais.
Animais tratados com LS9 pela via ip. O grupo controle foi pré tratado apenas com veiculo utilizado
para solubilizar a droga (soro fisiologico estéril 0,9%). *p < 0,05; **p < 0,001 comparado com o grupo

controle (ANOVA seguido pelo pés-teste Student-Newman-Keuls).

5.1.2 Determinacédo dos niveis de peroxidacéo lipidica apds tratamento com
peptideo sintético LS9 sobre modelo de convulséo induzido por PTZ

Para medir a peroxidacéo lipidica nas areas cerebrais analisadas, foi utilizado
o0 meéetodo de mensuracdo de malondialdeido (MDA), um produto secundario do
processo de peroxidagcao. O grupo que foi administrado soro fisiologico 0,9% e depois
foi induzido a convulsdo com PTZ obteve aumento de MDA nas trés areas cerebais
analisadas em relacao ao controle basal (animais que foram tratados somente com
soro fisiologico 0,9%). Observou-se diminuicdo dos niveis de MDA no cortex pré-
frontal nas concentracdes 0,1 e 0,2mg/kg, hipocampo na concentracéo de 0,1mg/kg e
corpo estriado em todas as concentragdes analisadas no grupo em que o peptideo
sintético LS9 foi administrado como pré-tratamento em comparacao ao grupo que foi
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administrado soro fisiolégico 0,9%, e depois foi induzido a convulsdo com PTZ, como

demonstrado no Gréfico 3.

Grafico 3 - Efeito do peptideo sintético LS9 em modelo de convulsdo induzido por

pentilenotetrazol sobre o grau de peroxidacao lipidica em camundongos
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Fonte: Elaborado pelo Autor. Determinag&o dos niveis de MDA por espectrofotometria. Valores
expressos como média + EPM de grupos composto por 8 animais. Animais pré-tratados com LS9
mg/kg pela via ip. O grupo controle positivo foi pré-tratado apenas com veiculo utilizado para
solubilizar os peptideos (SF - soro fisioldgico estéril 0,9%) e depois foi induzida a convulsdo com PTZ
(80mg/kg). O grupo controle negativo apenas foi tratado com SF, constituindo niveis basais. *p <
0,05; **p< 0,001; *** p< 0,0001 comparado com o grupo controle positivo e #p < 0,05 comparado ao

grupo controle negativo (ANOVA seguido pelo pés-teste Student-Newman-Keuls).

5.1.3 Determinacao dos niveis de nitrito apos tratamento com peptideo sintético

LS9 sobre modelo de convulsao induzido por PTZ

A formacdo de oOxido nitrico nas areas cerebrais analisadas, foi realizada
utilizando o método descrito por Green et al. (1981) que possui como marcador
indireto a quantificagdo de nitrito. Comparando os grupos que foram pré-tratados com
soro fisiologico 0,9%, foi visto que o PTZ promoveu aumento da concentragdo de
nitrito. Houve diminuicdo na formacgao de nitrito no cortex pré-frontal no modelo de
convulsdo estudado em todos os grupos que foram pré-tratados com o peptideo

sintético LS9. No hipocampo o efeito foi semelhante nos grupos pré-tratados com
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concentracoes de 0,2 e 0,4 mg/kg e no corpo estriado na concentracao de 0,4 mg/kg,
como observado no Grafico 4, em comparacdo ao grupo pré-tratado com soro

fisiolégico 0,9% e posteriormente induzido convulsdo com PTZ.

Gréfico 4 - Efeito do peptideo sintético LS9 em modelo de convulséo induzido por

pentilenotetrazol sobre a formagao de nitrito em camundongos
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Fonte: Elaborado pelo Autor. Determinagcdo do contetdo de nitrito por espectrofotometria. Valores
expressos como média + EPM de grupos composto por 8 animais. Animais pré-tratados com LS9 mg/kg
pela via ip. O grupo controle positivo foi pré-tratado apenas com veiculo utilizado para solubilizar o
peptideo (SF - soro fisiologico estéril 0,9%) e depois foi induzida a convulsdo com PTZ (80mg/kg). O
grupo controle negativo apenas foi tratado com SF, constituindo niveis basais. *p < 0,05; **p< 0,001;
*** p< 0,0001 comparado com o grupo controle positivo e #p < 0,05 comparado ao grupo controle

negativo (ANOVA seguido pelo pés-teste Student-Newman-Keuls).

5.1.4 Determinagdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em animais
submetidos ao modelo de convulsdo por PTZ e pré-tratados com LS9

A inducgéo da convulsdo com o PTZ diminuiu os niveis de GSH em relacdo ao
grupo que foi administrado somente soro fisioldgico 0,9%. O resultado obtido pela
administracdo do LS9 0,2mg/kg, foi o aumento dos niveis de GSH no cortex pré-
frontal, ja nas concentracdes de 0,1 e 0,2mg/kg houve aumento no corpo estriado e

ndo houve alteracdo no hipocampo (Gréfico 5).
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Gréfico 5 - Niveis de glutationa reduzida de camundongos tratados com peptideo

sintético LS9 em modelo de convulséo induzida por pentilenotetrazol
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Fonte: Elaborado pelo Autor. Determinacéo de glutationa reduzida por espectrofotometria. Valores
expressos como média + EPM de grupos composto por 8 animais. Animais pré-tratados com LS9 mg/kg
pela via ip. O grupo controle positivo foi pré-tratado apenas com veiculo utilizado para solubilizar o
peptideo (SF - soro fisiologico estéril 0,9%) e depois foi induzida a convulsdo com PTZ (80mg/kg). O
grupo controle negativo apenas foi tratado com SF, constituindo niveis basais. *p < 0,05; **p< 0,001,
*** n< 0,0001 comparado com o grupo controle positivo e #p < 0,05 comparado ao grupo controle

negativo (ANOVA seguido pelo pds-teste Student-Newman-Keuls).

5.2 Ensaios in vitro

5.2.1 Efeito do peptideo sintético LS9 sobre a viabilidade de astrocitos

corticais

Com o intuito de analisar o efeito do peptideo sintético LS9 sobre astrocitos, o
peptideo foi incubado com diferentes concentragbes (100, 80, 60, 40, 20 ou
10umol/ml) por 24h. Os resultados mostram que esse peptideo ndo foi capaz de

diminuir a viabilidade das células utilizadas no presente estudo (Grafico 6).
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Gréfico 6 - Percentual de viabilidade celular de astrocitos corticais expostos a

diferentes concentragfes do peptideo sintético LS
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Fonte: Elaborado pelo Autor. Controle negativo (C-) foi exposto somente ao veiculo utilizado para
solubilizar o peptideo (PBS — tampéao fosfato salino). Resultados expressos como media + EPM. Para

analise estatistica utilizou-se ANOVA seguida pelo p6s-teste de Bonferroni.

5.2.2 Efeito do peptideo sintético LS9 associado com IC 50 PTZ sobre a

viabilidade de astrécitos corticais

No presente estudo, associamos o peptideo LS9 em diferentes concentracdes
(100, 80, 40, 20 ou 10umol/ml) com a IC50 PTZ (concentracdo necessaria para inibir
em 50% a viabilidade celular) no intuito de observar alteracdo no percentual de
viabilidade de astrécitos corticais, contudo os resultados encontrados sugerem que o

LS9 ndo promoveu alteracdo como demonstrado no Gréfico 7.
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Gréfico 7 - Percentual de viabilidade celular de astrocitos corticais expostos a

diferentes concentracdes de LS9 em associacdo a IC 50 PTZ
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Fonte: Elaborado pelo Autor. IC50 PTZ 33,12 mmol/ml (LOPES et al., 2013). Controle negativo (C-) foi
exposto somente ao veiculo utilizado para solubilizar o peptideo (PBS — tampéo fosfato salino).
Resultados expressos como media + EPM. #p < 0,05 comparado ao grupo controle negativo. Para

andlise estatistica utilizou-se ANOVA seguida pelo p6s-teste de Bonferroni.






51

6 DISCUSSAO

Visando a identificacdo de possivel molécula com potencial efeito terapéutico,
presente no veneno da formiga Dinoponera quadriceps, analisou-se o efeito do
peptideo sintético LS9 em modelo de convulséo induzido pelo PTZ. O mesmo possui
estrutura semelhante ao peptideo Dg-Fa, encontrado no veneno da formiga
mencionada anteriormente (TORRES, 2014). Como resultado do estudo
comportamental, observou-se aumento da laténcia para primeira convulsdo e
aumento da laténcia de morte na dose de 0,2mg/kg.

O método de inducédo de convulsdo pelo PTZ € um dos métodos de triagem de
drogas anticonvulsivantes mais utilizados, sendo o aumento da laténcia para primeira
convulsdo indicio de efeito anticonvulsivo (DE SARRO et al., 1996; QUINTANS-
JUNIOR et al., 2002; LOSCHER, 2011). Adicionalmente, nesse modelo se observou,
apos pré-tratamento com veneno da formiga Dinoponera quadriceps, efeito
neuroprotetor (LOPES et al., 2013). Entdo, para possibilitar a comparagéo entre os
estudos, o0 mesmo modelo foi selecionado. Assim, nota-se que tanto o peptideo LS9
como o veneno da Dinoponera quadriceps apresentaram efeito anticonvulsivo,
sugerindo que esse peptideo seria um dos componentes, presentes no veneno,
envolvido com o efeito observado.

A andlise transcriptomica e protedmica de veneno de formigas, vespas,
aranhas e escorpides, demonstraram a existéncia de compostos bioativos que
interagem com diferentes receptores de mamiferos no SNC. Sdo poucos os estudos
com veneno de formigas em modelos de doencas que acometem 0 sistema nervoso.
Contudo, a varios anos, 0s venenos de vespas, escorpides e aranhas sdo analisados
guanto ao seu potencial efeito nesses modelos, demonstrando a existéncia e,
posterior isolamento, de moléculas com acdo bioldgica, inclusive em modelos de
inducao de convulsao (P1ZZO et al., 2000; PI1ZZO et al., 2004; DE OLIVEIRA et al.,
2005; TORRES et al., 2013; MONGE-FUENTES et al., 2015).

Pizzo et al (2000) observaram, em estudo com o veneno desnaturado da vespa
social Agelaia vicina, a inibicdo forte e de forma ndo competitiva da recaptacdo de
glutamato e GABA nos sinaptossomas do cortex cerebral de ratos. Posteriormente,
foram isoladas duas neurotoxinas, a AvTx 7 e AvTx8. A primeira inibiu a captacéo de
glutamato de uma forma dependente da dose e ndo competitiva (P1ZZO et al., 2004).

Em comparacéo, foi demonstrado que AvTx8 atuava intensificando a via GABAEérgica
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(DE OLIVEIRA et al., 2005). Outro estudo com o veneno de vespas do género Polybia,
observou que peptideos de baixo peso molecular apresentaram efeito antiepilético.
Os mesmos foram extraidos do veneno da vespa Polybia paulista e administrados
pela via intracerebral, promovendo aumento da laténcia para primeira convulsdo em
modelo de convulséo induzido pelo PTZ (COUTO, 2012).

Peptideos de aranhas e escorpido com acdo no SNC, mais especificamente
em modelos de convulséo, estdo sendo estudados desde 1990, quando Jackson e
Parks identificaram um peptideo denominado AG2 no veneno da aranha Agelenopsis
aperta, e observaram que quando era administrado por via intravenosa ou por via
intracerebral produzia supresséao dose-dependente de convulsées comportamentais,
induzidas em ratos, pelo acido cainico, picrotoxina ou bicuculina. Outros estudos
analisaram duas moléculas isoladas do veneno da aranha Parawixia bistriata, o
parawixin2 e parawixinl0, e observaram acao anticonvulsivante em varios modelos
de convulséo incluindo PTZ, sendo a primeira capaz de inibir a recaptacao de GABA
e glicina numa forma dose dependente e a segunda atuando no sistema
glutamatérgico e transmissao glicinérgica, ndo alterando a via GABAérgica
(GELFUSO et al., 2007; FACHIM et al, 2011). Dentre os peptideos identificados em
veneno de escorpido, os peptideos BMK IT2 e BmK AS, isolados do veneno do Buthus
martensi Karsch, apresentaram efeito anticonvulsivante em modelo de convulsédo
induzido por PTZ ou pilocarpina, atuando na modulacéo seletiva de subtipos de canais
de sddio no hipocampo (ZHAO et al., 2008; ZHAO et al., 2011).

Estes achados demonstram que moléculas extraidas de veneno de artropodes
promoveram efeito semelhante ao encontrado no presente estudo. Observa-se que
0s peptideos apresentaram alta eficacia, especificidade e poténcia para seus alvos
moleculares, diminuindo a possibilidade de interacdo com receptores ndo especificos,
podendo o mesmo ser evidenciado quando o mecanismo de acdo do LS9 for
elucidado, necessitando de estudos futuros para melhor analise. Essas
caracteristicas, desenvolvidas e selecionadas naturalmente, ndo sdo comumente
encontrados em outras pequenas moléculas naturais. (DE OLIVEIRA et al., 2005;
GELFUSO et al., 2007; FACHIM et al, 2011; MONGE-FUENTES et al., 2015).

Nos ultimos anos, o papel do estresse oxidativo na patogénese da epilepsia
tem sido estudado. Niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (EROs) a longo
prazo aumenta o risco de neurodegeneracdo. O estresse oxidativo causado pelo

aumento dos radicais livres podem desempenhar um papel importante nos
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mecanismos associados com o inicio das crises epilépticas e sua progressao (SHIN
et al.,, 2011). EROs sao capazes de atacar membranas lipidicas e resultar em um
evento denominado peroxidacéao lipidica. Esta tem sido reportada por contribuir para
a funcéo deficiente da membrana lipidica durante a epileptogénese (BASHKATOVA
et al., 2000; MULSCH et al., 1994).

Metabolitos do 6xido nitrico tem estado relacionados ao desenvolvimento de
toxicidade causada pelo oxigénio no SNC. Estudos demonstram que em alguns
modelos de convulsdo desenvolvidos em ratos, como, por exemplo, aqueles utilizando
acido kainico ou PTZ, ha acentuado aumento da geracdo de NO (BASHKATOVA et
al., 2003; MULSCH et al., 1994). Dentre um dos mecanismos envolvidos nesse efeito
maléfico do NO estd o fato dele poder reagir com radicais superéxido formando
peroxinitrito, o qual € um potente indutor de morte celular (CZUCZWAR et al., 1999;
DE SARRO et al, 1993). Producdo excessiva de radicais livres poderia induzir a
atividade convulsiva por inativar diretamente a glutamina-sintetase, que aumenta os
niveis do neurotransmissor excitatorio glutamato (OLIVER et al., 1990).

PTZ através de receptores NMDA de glutamato ativa a liberacao intracelular de
calcio que, consequentemente, ativa a via de calcio-calmodulina para aumentar a
expressao de proteina NO-sintase (NOS), esta, por sua vez, aumenta a producao de
NO, podendo ocasionar aumento da inducdo de crises epilépticas tdnico-clénicas
generalizadas (ITOH E WATANABE, 2009). O nitrito (metabdlito estavel do NO) tem
sido implicado em muitos mecanismos moleculares envolvidos nas convulsées,
podendo modular uma cascata de efeitos excitatorios no SNC e participar do
subsequente dano neuronal (DALKARA et al., 1994).

Os radicais livres no processo convulsivo podem ser neutralizados por um
sistema elaborado de defesa antioxidante, tais como a superdoxido dismutase, a
glutationa peroxidase, catalase, glutationa redutase e glutationa reduzida (LIU, 1997).
Baixas concentracfes de GSH tecidual podem ser interpretadas como evidéncia de
desequilibrio redox, pois como GSH é uma defesa de primeira linha contra a
superproducdo de radicais livres, seu contetdo reduzido é tomado como um indice de
estresse oxidativo (FLOREANI et al.,, 1999). Estudos prévios demonstraram
diminuicdo da concentracdo de glutationa reduzida apds convulsdes induzidas por
PTZ (OBAY et al.,, 2008), bem como induzidas por outros agentes convulsivantes
(OLIVEIRA et al., 2006).
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De acordo com estes dados, decidiu-se avaliar o nivel de estresse oxidativo
pela mensuracdo de malondialdeido (MDA), nitrito e glutationa reduzida (GSH). Os
resultados do presente estudo mostraram que as convulsdes induzidas pelo PTZ
promoveram aumento de peroxidacao lipidica e nitrito, além de diminui¢cdo dos niveis
de GSH. O pré-tratamento com o peptideo LS9 foi capaz de diminuir os niveis de MDA
e nitrito no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado e aumentar o nivel de
glutationa reduzida no cortex pré-frontal e no corpo estriado.

Lopes et al. (2013) observou que o veneno total da Dinoponera quadriceps foi
capaz de diminuir a producdo de MDA e nitrito somente no cortex pré-frontal quando
administrado pela via intraperitoneal, apresentando efeito somente em modelo de
inducao de convulsdo por PTZ. Esses achados indicam que o peptideo LS9 pode ser
um dos componentes presentes no veneno com capacidade antioxidante, visto que a
administracdo do peptideo isolado promoveu efeito ainda mais promissor,
possivelmente relacionado com a concentracdo que foi utilizada, superior a
concentracdo que é encontrado no veneno da formiga, ou por causa da inexisténcia
de outras moléculas, que estdo presentes no veneno, que poderiam interferir com o
efeito bioldgico, visto que o peptideo possuia pureza superior a 95%.

Assim, nossos resultados sugerem que, pelo menos em parte, a atividade
anticonvulsivante do LS9 pode estar relacionada a possiveis efeitos antioxidantes
contra peroxidacao lipidica e formacado de 6xido nitrico, pois tem sido relatado que
substancias antioxidantes sdo capazes de inibir significativamente a convulséo
induzida pelo PTZ (ILHAN et al., 2005; TAIWEA et al., 2016) e tem-se manifestado um
interesse substancial no uso de substancias antioxidantes para proteger 0s
componentes celulares da agédo deletéria dos radicais livres durante a atividade
convulsiva, especialmente a peroxidacao lipidica. Em varios estudos experimentais,
foi demonstrado que o uso de antioxidantes pode ser uma abordagem potencial,
diminuindo a excitotoxicidade e prevenindo a neurotoxicidade por inibicdo da
producdo de EROs (ILHAN et al., 2005).

A epileptogénese, por ser um processo altamente complexo, ndo deve ser vista
apenas através do componente neuronal. Confirmando isto, estudos pré-clinicos e
clinicos tem, cada vez mais, mostrado a participacdo de outras estruturas no
desenvolvimento da epilepsia, como células da glia (WETHERINGTON; SERRANO;
DINGLEDINE, 2008), vascularizacao cerebral (FRIEDMAN; KAUFER; HEINEMANN,
2009) e leucacitos periféricos (GREENWOOD et al., 2002).
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Os estudos estdao modificando a visdo de integragcédo entre neurdnios e glia,
bem como a integracdo da glia com a modulagéo e participacdo na transmissao da
atividade sinaptica. Os astrocitos exercem papel fundamental na qualidade de
transmissao sinaptica uma vez que o glutamato é recaptado em sua grande maioria
pelos receptores astrocitarios GLT-1 e GLAST (SHELDON E ROBINSON, 2007). O
termo sinapse tripartite se refere ao conceito de que a transmissédo de informacéo
dentro do SNC néo se da apenas entre um terminal axonal e outro terminal dendritico
(ou terminais pré e pés-sinapticos respectivamente), mas que estes terminais teriam
uma triangulacdo com uma ramificacdo astrocitaria (STIPURSKY, ROMAO et al.,
2011; STIPURSKY, SPOHR et al., 2012).

Estudo prévio realizado por Lopes (2014) identificou que o PTZ diminuiu a
viabilidade de astrécitos corticais in vitro, podendo este efeito ser mais um possivel
mecanismo de atuacgdo do PTZ, culminando no desenvolvimento de convulséo, devido
ao comprometimento da recaptacao de glutamato bem como remocéao de ions K* que
ficam acumulados durante intensa atividade sinaptica (BORDEY; SONTHEIMER, 1998;
BEDNER; STEINHAUSER, 2013; CRUNELLI V, CARMIGNOTO G, STEINHAUSER C.,
2015).

Com base nos recentes achados sobre o envolvimento das células da glia com
o desenvolvimento de desordens neurais e com modulacéo de sinapses neuronais,
decidiu-se averiguar se o LS9 apresentava algum potencial citotoxico quando exposto
a cultura de astrocitos corticais in vitro, visto que essas células sdo de fundamental
importancia para a manutencao do funcionamento do SNC. Os resultados observados
demonstraram auséncia de efeito toxico, semelhante ao resultado encontrado quando
a mesma linhagem celular foi exposta ao veneno da formiga Dinoponera quadriceps,
sendo este um achado importante, pois a destruicdo dessa célula pode comprometer
o funcionamento neuronal (Lopes, 2014).

Lopes (2014) observou que a maior dose analisada do veneno da formiga
Dinoponera quadriceps associada ao PTZ (33,12 mmol/ml) promoveu uma
intensificacéo do efeito tdxico, diminuindo a viabilidade celular de astrécitos. Diante
dos dados apresentados anteriormente, decidimos averiguar se 0 LS9 possuia a
capacidade de alterar a viabilidade de células expostas ao associar com a mesma
concentracédo de PTZ. Os resultados encontrados sugerem que o LS9 né&o foi capaz

de intensificar ou diminuir o efeito deletério, sugerindo que, provavelmente, ndo é o
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peptideo presente no veneno que acentua o efeito toxico quando em associagdo com
o PTZ, mostrando que o composto sintético € mais seguro que o veneno total.

Curiosamente, DAEs utilizados como tratamento para epilepsia foram capazes
de diminuir a viabilidade celular de astrécitos corticais in vitro, quando os mesmos
eram incubados com concentracdes proporcionais as utilizadas para o tratamento da
epilepsia. N&o se sabe o impacto desse resultado no tratamento, porém, diante das
novas descobertas sobre a importancia dessa célula glial, novos farmacos que nao
apresentam efeito toxico em astrocitos e que 0 possuem como possivel alvo
terapéutico podem, futuramente, desempenhar papel promissor para o tratamento
dessa doencga, sendo a falta de efeito tdxico do LS9, nessa linhagem celular, um
resultado promissor em comparacédo a esses farmacos (CRUNELLI, CARMIGNOTO,
STEINHAUSER, 2015; PAVONE, CARDILE, 2003).

Estudos futuros com o LS9 seréo realizados em outras linhagens celulares,
incluindo neurénio e micréglia e em outros modelos de inducdo de convulsdo, para
avaliar a toxicidade e possivel mecanismo de acdo envolvido, contribuindo para o
aumento do conhecimento sobre a acdo biolégica de moléculas presentes no veneno

da formiga Dinoponera quadriceps.
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7 CONCLUSAO

Concluiu-se que o peptideo sintético LS9, um dos peptideos presentes no
veneno total da formiga Dinoponera quadriceps, promoveu efeito anticonvulsivante
qguando administrado como pré-tratamento em modelo de convulsdo induzido pelo
pentilenotetrazol in vivo. Os animais pré-tratados com LS9 apresentaram diminui¢cao
da peroxidacdo lipidica, do nitrito e aumento dos niveis de glutationa reduzida. Além
disso, o0 peptideo ndo promoveu alteracdo da viabilidade celular em cultura de

astrocitos corticais in vitro.
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