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POTENCIAIS EFEITOS ANTIPSICOTICO E NEUROPROTETOR DA
APITOXINA EM MODELOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDO DO
SISTEMA DOPAMINERGICO.

Camila Gomes Dantas

A apitoxina € o veneno produzido pelas abelhas do género Apis e apresenta efeitos
neuroprotetor e antiinflamatério. No presente trabalho, objetivou-se analisar os efeitos
farmacologicos da apitoxina sobre o sistema nervoso central em roedores e avaliar o
possivel efeito neuroprotetor da apitoxina em modelo experimental da doenca de Parkinson
(DP). A andlise farmacoldgica foi realizada, por meio de testes de comportamento, com
particular énfase para o sistema dopaminérgico. Para tanto, 35 camundongos foram
divididos em sete grupos que receberam: salina; apitoxina (0,1 mg/Kg); apitoxina (1,2
mg/Kg); haloperidol (0,2 mg/kg); haloperidol/apitoxina 0,1 mg/Kg; haloperidol/apitoxina 1,2
mg/Kg e diazepam (1 mg/Kg). Foram realizados os testes de catalepsia, campo aberto,
estereotipias induzidas por apomorfina e labirinto em cruz elevado. Os resultados dos testes
foram submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do poés-teste de
Tukey para comparagdes entre os tratamentos. A apitoxina na dose de 1,2 mg/kg reduziu a
atividade motora (p<0,0001), as estereotipias induzidas por apomorfina (p=0,032) e
promoveu efeito cataléptico, de maneira analoga ao haloperidol (p=0,04). Estes efeitos
foram diminuidos pelo pré-tratamento com haloperidol, sugerindo ag¢édo antipsicética da
apitoxina e interacdo com o sistema dopaminérgico. Em adicdo, o efeito do tratamento da
apitoxina, e seu principal componente, melitina, foi observado na progressdo da morte
neuronal dopaminérgica apOs aplicacdo de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), modelo
experimental da DP. Para tanto, 45 camundongos foram submetidos a cirurgia estereotaxica
para micro-injecdo intra estriatal da neurotoxina 6-OHDA (4 ul, 6 mg/ul) ou do veiculo. A
apitoxina (0,1; 0,6 e 1,2 mg/kg) e a melitina (0,2 mg/kg) foram administradas durante trés
semanas consecutivas a cirurgia, uma vez a cada dois dias. Os animais foram submetidos
aos testes de campo aberto e comportamento rotatério 30 dias apds a lesdo. As diferencas
entre os tratamentos foram analisadas através do ANOVA, seguido do pos-teste de Duncan,
(p<0,05). Observou-se que o tratamento com apitoxina (0,1 mg/kg) reverteu os déficits
motores observados no campo aberto em relacdo ao grupo 6-OHDA e ainda diminuiu o
numero meédio de rotagBes induzidas por apomorfina (6-OHDA/salina = 70, 6-OHDA/
apitoxina 0,1 mg/kg = 0). Por outro lado, a melitina aumentou o nimero médio de giros
(348). Os resultados sugerem um efeito neuroprotetor da apitoxina e apontam uma possivel
toxicidade pela administracao isolada da melitina no modelo experimental da DP.

Palavras-chave: doenca de Parkinson; Apis mellifera e melitina.
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POTENTIAL ANTIPSYCHOTIC AND NEUROPROTECTIVE EFFECTS
OF THE BEE VENOM ON THE DOPAMINERGIC SYSTEM IN MICE.

Camila Gomes Dantas

The apitoxin is the bee venom produced Apis mellifera which presents
neuroprotective and anti-inflammatory effects. The aims of this work were to evaluate the
pharmacological effects of the bee venom on the central nervous system in rodents and
evaluate its neuroprotective in an experimental model of Parkinson's disease (PD). The
pharmacological analysis was performed by testing behavior, with particular emphasis on the
dopaminergic system. For this purpose, 35 mice were divided into seven groups receiving:
saline, apitoxin (0.1 mg / kg), bee venom (1.2 mg / kg), haloperidol (0.2 mg / kg), haloperidol
/ apitoxin 0, 1 mg / kg, haloperidol / apitoxin 1.2 mg / kg and diazepam (1 mg / Kg). The
catalepsy, open field, stereotypies induced by apomorphine and elevated plus maze test
were performed 30 minutes after treatments. Results were analyzed by one-way ANOVA
followed by Tukey post-test (p <0.05), factor being treatment. The bee venom in a dose of
1.2 mg / kg reduced the motor activity (p <0.0001), the stereotypies induced by apomorphine
(p = 0.032) and promoted cataleptic effect, in a similar manner to haloperidol (p = 0.04).
These effects decreased by the pretreatment with haloperidol, suggesting antipsychotic
action of bee venom and interaction with the dopaminergic system. In addition, it was
analyzed the effect of apitoxin, and its main component, the melittin, on mice behavior after
6-hydroxydopamine (6-OHDA)-induced progressive dopaminergic neuronal loss, an
experimental model of PD. Mice (45) received intra striatal microinjection of the neurotoxin 6-
OHDA (4 pul, 6 mg / pl) or vehicle. Bee venom (0.1, 0.6 and 1.2 mg / kg) and melittin (0.2
mg/Kg) were administered for three weeks, once every two days, and the open field and
rotational behavior tests were performed 30 days after surgery. Differences between
treatments were assessed by ANOVA followed by Duncan's post-test (p <0.05). It was
observed that treatment with bee venom (0.1 mg / kg) reversed the motor deficits observed
in open field when compared to 6-OHDA group and also decreased the average number of
apomorphine-induced rotations (6-OHDA/salina = 70 and 6-OHDA / apitoxin 0.1 mg / kg = 0).
Furthermore, melittin increased the mean number of turns (348). These results suggest a
neuroprotective effect of the bee venom and a possible toxic effect of melittin in the

experimental model of PD.

Keywords: Parkinson’s disease; Apis mellifera and melitin.
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INTRODUCAO

Compostos organicos provenientes de plantas, de organismos marinhos e terrestres,
vertebrados e invertebrados, foram utilizados extensivamente no passado e ainda no
presente tornaram-se imprescindiveis para a terapéutica de diversas doengas, pois
constituem novas entidades quimicas com larga diversidade estrutural (RATCLIFFE et al.,
2011; BUTLER; NEWMAN, 2008; CHIN et al., 2006). Nesse sentido, estima-se que
aproximadamente 40% dos medicamentos disponiveis na clinica moderna foram
desenvolvidos a partir de fontes naturais, onde 25% derivaram de plantas, 13% de
microrganismos e 3% de animais (CHIN et al., 2006; CALIXTO, 2003).

Dentre as espécies que compdem o reino animal, é mister salientar a relevante
contribuicdo das abelhas em prol da saude humana, pois 0 emprego dos produtos apicolas
para finalidades terapéuticas remonta a antiguidade (RATCLIFFE et al., 2011). Os efeitos
biolégicos da propolis (RIGHI et al., 2011; CABRAL et al., 2009; AWALE et al., 2008), mel,
pélen e geléia real (RATCLIFFE et al., 2011; CHEN; LARIVIERE, 2010) ja foram
amplamente discutidos na literatura, de modo que o veneno das abelhas e sua composi¢céo
tém despertado o crescente interesse da comunidade cientifica.

A apitoxina é o veneno produzido pelas abelhas e consiste numa mistura complexa
de enzimas (KOKOT et al.,, 2011; SCIANI et al.,, 2010; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010;
PACAKOVA; STULIK, 2000; HIDER, 1988), peptideos (MATYSIAK, 2011; KOKOT et al.,
2011; SCIANI et al., 2010; ZHOU et al., 2010; LEE et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et al.,
2010; PACAKOVA; STULIK, 2000; HIDER, 1988) e aminoéacidos (ZHOU et al., 2010;
HIDER, 1988), além de pequenas quantidades de carboidratos e lipidios (HIDER, 1988).
Dentre os componentes da apitoxina produzida por abelhas do género Apis, destaca-se a
melitina, que representa 50% do peso seco do veneno (SCIANI et al., 2010; FERREIRA-
JUNIOR et al.,, 2010; HIDER, 1988) e apresenta importante propriedade antiinflamatéria
(ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011; ZHOU et al. 2010), potente atividade antibacteriana e
antifingica (ORSOLIC, 2011) e largo espectro de acédo (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011;
RATCLIFFE et al., 2011; ZHOU et al. 2010; BOGAART et al., 2008).

A terapia com apitoxina em estudos experimentais tem revelado propriedades
antiinflamatoria (LEE et al., 2010a; MOON et al., 2007; SON et al., 2007; ZURIER et al.,
1973), anti-nociceptiva (ROH et al., 2006; KIM et al., 2003), anti-aterogénica (LEE et al.,
2010a), cicatrizante (HAN et al., 2011), anti-tumoral (ORSOLIC, 2011; SON et al., 2007) e
hepatoprotetora (PARK et al., 2010). Adicionalmente, a apitoxina tem apresentado potencial
terapéutico significativo inclusive para o tratamento de doengas neurodegenerativas como a
esclerose lateral amiotrofica (ELA) (LEE et al., 2012; YANG et al., 2011; YANG et al., 2010).
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Recentemente, estudos experimentais com o modelo agudo de lesdo para o estudo da
doenca de Parkinson também tém relatado possiveis efeitos positivos da apitoxina sobre a
morte de neurdnios dopaminérgicos mesencefalicos (CHUNG et al., 2012; KIM et al., 2011a;
DOO et al., 2010), contudo, um dos fatores que confere carater inédito ao presente estudo
consiste na avaliacdo da apitoxina sobre um modelo progressivo para estudo desta doenca,
gue se assemelha a sua evolu¢cdo em humanos.

Deste modo, a compreensdo inicial dos efeitos farmacoldgicos ap6s a administracao
de diferentes concentracdes da apitoxina sobre o sistema nervoso central, em condi¢cdes
fisiol6gicas, também se faz necesséria, pois possibilitarda o conhecimento aprofundado dos
mecanismos de acdo desta substancia no que se refere a condigbes motoras, emocionais e
cognitivas, sugerindo assim novas abordagens terapéuticas para desordens mentais. Tais
analises possibilitardo maior conhecimento acerca deste produto e sobretudo, estima-se que
a extracdo do veneno de abelhas para fins terapéuticos fortalecera a apicultura no estado de
Sergipe, valorizando o desenvolvimento regional e favorecendo a fixagdo do homem no
campo, injetando na economia uma nhova vertente para 0s apicultores por meio da

exploracdo de mais um produto, gerando emprego, renda e melhor qualidade de vida.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da administracdo da apitoxina e da
melitina sobre o sistema nervoso central e suas interacdes com a neurotransmissao
dopaminérgica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Analisar os efeitos farmacolégicos da administracao de apitoxina, por meio de
testes de comportamento em roedores;

e Avaliar o possivel efeito neuroprotetor da apitoxina e da melitina na
progressdo da morte neuronal apos aplicacdo de 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) em camundongos, por meio da avalia¢éo funcional,

e Comparar os efeitos promovidos pelo veneno e pela melitina, gquando

administrados de forma isolada.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Fisiologia dos Nucleos da Base

Os nucleos da base constituem um conjunto de corpos celulares subcorticais
interconectados, que desempenham importante papel no controle das atividades motora,
cognitiva e emocional (OBESO et al., 2008a,b; NAMBU, 2008; ROUSE et al., 2000). Seus
principais componentes sdo o0s nucleos: putdmen, caudado, globo pélido, nucleo
subtalamico e substancia negra (FUGYAMA, 2009; KOPRICH et al., 2009; OBESO et al.,
2002).

Os nucleos putdmen e caudado apresentam a mesma origem embriolégica e
conexdes semelhantes, de modo que podem ser representados como uma unidade
funcional denominada nucleo estriado dorsal. O complexo estriado compreende também o
ndcleo accumbens. O estriado juntamente com o globo palido, que divide-se em partes
interna e externa, localizam-se lateralmente ao tAlamo e sdo separados pela capsula interna
(WICHMANN; DOSTROVSKY, 2011; OBESO et al.,, 2008a). Ja o nucleo subtalamico
localiza-se no diencéfalo e a substancia negra, composta pela parte compacta (dorsal) e
parte reticulada (ventral), localiza-se no mesencéfalo (FUGYAMA, 2009; OBESO et al.,

2002), conforme a Figura 1.

frontal section

Figura 1. Corte coronal do cérebro, mostrando os principais nucleos basais. Cortex (C);
Estriado (STR); Globo pélido externo (GPe); Globo pélido interno (GPi); Talamo (Th); Nucleo
subtalamico (STN); Substancia negra parte compacta (SNc); Substancia negra parte
reticulada (SNr). Fonte: OBESO et al., 2002.

Ao contrario da maioria dos componentes que formam o sistema que controla os

movimentos, os ganglios da base ndo se conectam diretamente com os neurénios motores
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medulares, mas apresentam uma estreita relacdo com o cortex cerebral (NAMBU, 2008),
interagindo funcionalmente por meio de uma alga de retro-alimentacéo, o que permite desta
forma o controle motor, como € possivel visualizar a seguir, na Figura 2. Neste contexto,
inimeras aferéncias, motoras e sensitivas, provenientes de multiplas areas corticais chegam
aos nucleos da base por meio do estriado, estabelecendo conexdes sinapticas excitatorias
glutamatérgicas com neur6nios espinhosos médios, de acordo com 0 exposto por
Wichmann e DelLong (2003).

Esses neurdnios dédo origem a duas vias de saida para o tdlamo: a via direta e a via
indireta. A via direta conecta diretamente o estriado aos nlcleos de saida (Globo PAalido
interno e Substancia Negra reticulada). Nesta via, 0s neurdnios que saem do estriado
liberam o neurotransmissor inibitério acido gama-aminobutirico (GABA) e o neuropeptideo
substancia P e dinorfina, que vao inibir os neurbnios GABAérgicos localizados no Globo
Palido interno e na parte reticulada da Substancia Negra. Estes nucleos de saida reduzem
sua acao inibitoria sobre o talamo, que uma vez desinibido, estimula as areas corticais e
facilita a realizacdo do movimento (DELONG; WICHMANN, 2009; KOPRICH et al., 2009;
NAMBU, 2008; ROUSE et al., 2000).

Ja a via indireta inicia-se nas projecdes GABAérgicas (neurdnios GABAérgicos que
contém encefalina e neurotensina), que vao do estriado ao globo pélido externo, seguindo
para o nucleo subtalamico. Por conseguinte, o nicleo subtalamico ativa os nucleos de saida
por meio da liberac@o de glutamato que excita os neurbnios GABAérgicos e estes inibem as
células tadlamocorticais, impedindo a facilitacdo do movimento. Em seguida as eferéncias
sdo projetadas para areas especificas do cértex cerebral, a citar area pré-motora e area
motora suplementar, regides relacionadas ao processamento de fungBes superiores no
controle do movimento, refletindo diretamente na iniciagdo do mesmo (WICHMANN;
DOSTROVSKY, 2011; KOPRICH et al., 2009; OBESO et al., 2008a,b; NAMBU, 2008;
BEDIN; FERRAZ, 2003; DELONG, 1990).

O estriado recebe ainda outra aferéncia por meio de uma projecdo de extrema
importancia: a via dopaminérgica nigro-estriatal. Essa proje¢do se inicia nos neurénios da
substancia negra parte compacta e termina diretamente nos espinhos dos dendritos dos
neurdnios de projecdo médios que compdem o estriado, de maneira que esta via é capaz de
regular o afluxo de informacdes corticais que chegam aos neurbnios de proje¢cdo no
estriado. Assim, a via nigro-estriatal € capaz de modular a atividade das vias direta e indireta
em virtude do neurotransmissor dopamina, proveniente do mesencéfalo, cuja projecéo
principal é o nucleo estriado, que age de forma excitatoria aos neurénios que vao formar a
via direta, ligando-se a receptores do tipo D1 acoplados a proteinas G que aumentam a
atividade celular e atuam de forma inibitéria aos neurénios que vao formar a via indireta,

ligando-se aos receptores do tipo D2 acoplados a proteinas G que diminuem a atividade
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celular (KOPRICH et al., 2009; GALVAN; WICHMANN, 2008). Deste modo, fisiologicamente,
a via nigro-estriatal age facilitando o movimento ja que ela ativa a via direta e inibe a via
indireta (OBESO et al., 2000a,b; DELONG, 1990).

Compreende-se assim, que a neurotransmissdo nos nucleos da base é complexa,
porém, que a dopamina tem papel primordial no controle desta circuitaria (WICHMANN;
DOSTROVSKY, 2011; OBESO et al., 2008a,b). Alteracdes dos niveis de dopamina em
qualquer um dos principais sistemas dopaminérgicos centrais, como as vias mesolimbica,
mesocortical, tubero-infundibular e nigro-estriatal, acarretardo em importantes repercussoées.

No que se refere a disposicdo anatdbmica destas vias dopaminérgicas, as vias
mesolimbica e mesocortical se originam na area tegmentar ventral do mesencéfalo. A via
mesolimbica se projeta em diregdo a componentes do sistema limbico, como o nudcleo
acumbens, hipocampo e amigdala, e a via mesocortical tem suas terminagfes sinapticas
localizadas no cértex pré-frontal. A via nigro-estriatal parte da substancia negra compacta
em direcdo ao nucleo estriado e a via tubero-infundibular € compreendida entre o ndcleo
arqueado do hipotalamo e a glandula pituitaria (ABI-DARGHAM; LARUELLE, 2005; ABI-
DARGHAM, 2004). Estima-se que os sistemas dopaminérgicos mesocortical e mesolimbico
estejam diretamente envolvidos na fisiopatologia da esquizofrenia, transtorno psiquico
severo caracterizado por dois ou mais sintomas, como altera¢des visuais, auditivas, delirios
e sintomas depressivos (GUILLIN; ABI-DARGHAM; LARUELLE, 2007; GOTO; GRACE,
2007).

A hip6tese dopaminérgica classica desta enfermidade aponta que os sintomas
positivos sejam secundarios a uma hiperatividade dopaminérgica subcortical ou, mais
precisamente, mediados pelos receptores dopaminérgico do tipo D2 da via mesolimbica
(GOTO; GRACE, 2007; ABI-DARGHAM; LARUELLE, 2005; ABI-DARGHAM, 2004; ABI-
DARGHAM et al., 2000). Adicionalmente, € atribuido a esta hipotese um déficit de atividade
da via mesocortical, ou, especificamente, uma hipoatividade do receptor dopaminérgico do
tipo D1 no cortex pré-frontal, que estaria relacionado com o0s sintomas negativos e
cognitivos da doenca (GUILLIN; ABI-DARGHAM; LARUELLE, 2007; GOTO; GRACE, 2007).

A via tubero-infundibular relaciona-se a regulacéo da liberacdo de horménios e a via
nigro-estriatal, conforme mencionada anteriormente de forma minuciosa, relaciona-se a
coordenacgdo sensorio-motora e a iniciacdo do movimento. Deste modo, uma disfuncdo em
qualquer estrutura ou neurotransmissor que participa do sistema dopaminérgico, a exemplo
da doenca de Parkinson, onde ha deplecdo da dopamina na via nigro-estriatal, acarretara
ndo somente em importantes repercussées motoras (OBESO et al., 2000a,b; DELONG,

1990), mas também em alteracdes cognitivas e/ou emocionais.
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1.2 Doenca de Parkinson (DP)

Descrita pela primeira vez em 1817 pelo médico inglés James Parkinson, a
enfermidade foi nomeada como Paralisia Agitante em virtude do desenvolvimento da
doenca, que ao final de aproximadamente dez anos determinava 0 acamamento do paciente
gue, apesar da paralisia, exibia tremor intenso e ritmico predominantemente nos membros
superiores e essencialmente em mao esquerda (CHAUDHURI et al., 2011; WIRDEFELDT et
al., 2011). Deste modo, no intuito de homenagear James Parkinson, a literatura médica
consagrou a enfermidade como doenc¢a de Parkinson (WIRDEFELDT et al., 2011; SAMII;
NUTT; RANSOM, 2004).

Considerada uma doenca neurodegenerativa progressiva e incapacitante (CHUNG et
al., 2012; MILLER et al., 2009; GALTER, 2008) e identificada neste contexto como a
segunda mais freqiente depois da doenca de Alzheimer (CHO et al., 2012; WIRDEFELDT
et al., 2011; MUANGPAISAN et al., 2011; SHAPIRA et al., 2009; LAU; BRETELER, 2006), a
DP é caracterizada pela perda continua (maior que 80%) de neurbnios dopaminérgicos (DA)
na parte compacta da substancia negra, implicando na diminui¢cdo de dopamina na via nigro-
estriatal (CHUNG et al.,, 2012; CHO et al.,, 2012; WICHMANN; DOSTROVSKY, 2011;
WIRDEFELDT et al.,, 2011; YOKOYAMA et al.,, 2011; RIZELIO et al., 2010; LANE;
DUNNETT, 2008; LEW, 2007; DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS et al., 2002). Como
resultado, obtém-se uma reducdo da atividade de neurbnios estriatais de projecdo que
formam a via direta e um aumento na atividade dos que formam a via indireta (Figura 2),
gerando as hipocinesias caracteristicas da enfermidade (RIZELIO et al., 2010; CENTONZE
et al., 2005).
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Figura 2. Modelo simplificado das vias direta e indireta dos nucleos da base. Em a) o
funcionamento em individuos normais, em b) funcionamento em individuos com DP. A
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espessura das setas indica a intensidade de sinal transmitido pela sinapse, mostrando o
desequilibrio provocado pela falta de dopamina no paciente parkinsoniano. Substancia
negra compacta e reticulada (SNc e SNr); Globo palido externo e interno (GPe e GPi),
nucleo subtaldmico (STN), Nucleo penduculo pontino (PPN) e Nucleo ventro-lateral do
tdlamo (VL). Fonte: OBESO et al., 2002.

Outra caracteristica encontrada em pacientes com DP é a presenca de inclusées
citoplasméticas neuronais, denominadas corpos de Lewy, em alguns neurdnios
dopaminérgicos sobreviventes. Estas estruturas representam a particularidade
neuropatologica mais importante da DP e séo caracterizadas pela presenca de agregados
protéicos, com 15 pum de didmetro e organizacéo estrutural de densidade hialina, compostos
por: parkina, ubiquitina, neurofilamentos e pela proteina a-sinucleina (WIRDEFELDT et al.,
2011; FRANCO et al., 2010; DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). (Figura 3)

A. Normal B. Parkinson’'s
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Figura 3. Neuropatologia da doenca de Parkinson. (a) representacdo esquemética da via
nigroestriatal normal. (b) na DP e (c) imuno-histoquimica marcando inclusées intracelulares
os chamados corpusculos de Lewy em neurbnios dopaminérgicos na SNc. Fonte: DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003.

Estudos descritivos epidemioldgicos tém sido realizados em todo o mundo a fim de
estimar a prevaléncia e incidéncia da DP. Contudo, as alternancias metodoldgicas e o0s
critérios diagnosticos diferenciados, contribuem para as diferencas existentes de relatos no
que se refere aos dados desta enfermidade (WIRDEFELDT et al., 2011; MUANGPAISAN et
al., 2011; LAU; BRETELER, 2006). Neste sentido, Wirdefeldt et al. (2011), relataram dados

da prevaléncia mundial da DP em 2005, entre pessoas acima de 50 anos de idade, de 4,1 e
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4,6 milhdes de individuos. Ainda segundo estes autores, estima-se que até o ano de 2030, a
incidéncia da doenca seja de 8,7 a 9,3 milhdes de casos no mundo.

Adicionalmente, Muangpaisan et al. (2011), atribuiram as varia¢cdes nas estimativas
de sua pesquisa, as formas de obtencao de dados para os registros epidemiolégicos e a alta
expectativa de vida de determinados paises. Conforme o estudo, a prevaléncia da DP, com
base em dados epidemiologicos de registros hospitalares, mostrou que a idade especifica
de individuos acometidos variou entre 70 e 79 anos em Manhatann, nos Estados Unidos, e
oscilou entre 80 e 89 anos em paises como Escdcia, Reino Unido e Italia (nas localidades
de Ferrara e Sicilia). No Japao, a prevaléncia da DP mostrou o acometimento de individuos
acima de 90 anos de idade.

Wirdefeldt et al. (2011) apontaram dados que relataram menor prevaléncia da DP na
Africa, Asia e América do Sul, em comparacdo com a Europa. Segundo os autores, 0s
dados de prevaléncia no Brasil foram de 3.300 casos a cada 100.000 habitantes com idade
acima de 65 anos. A prevaléncia da DP mostrou-se crescente e de forma notavel também
entre individuos de 80 a 89 anos de idade no pais (MUANGPAISAN et al., 2011).

A incidéncia mundial da DP aumenta claramente ap0s os 60 anos de idade, de
acordo com Wirdefeldt et al. (2011). No estudo de Muangpaisan et al. (2011), a idade
especifica de individuos com a enfermidade variou entre 60 e 79 anos em Singapura, 70 e
79 anos nos Estados Unidos, Suécia e Londres e tem acometido pessoas acima de 90 anos
na Noruega e no Hawai, de maneira que a incidéncia da média de idade de inicio dos
sintomas da DP foi de 62 a 70 anos, mostrando-se raro antes dos 50 anos de idade e com
pico de incidéncia entre 70 a 79 anos. Adicionalmente, ndo foram encontrados relatos a
cerca da incidéncia da DP no Brasil.

A prevaléncia desta enfermidade foi apontada como maior em homens que em
mulheres, conforme Wirdefeldt et al. (2011), Haaxma et al. (2007) e Lau e Breteler (2006). A
maior frequéncia de intensidade a exposicdo a toxinas ocupacionais em individuos do
género masculino e possiveis efeitos protetores do estrégenio aparecem para justificar este
dado (WIRDEFELDT et al.,, 2011). De acordo com Lau e Breteler (2006) este hormonio
feminino possivelmente apresenta propriedade antioxidante, conforme estudos
experimentais e em humanos, contudo ainda ha controvérsias sobre o assunto.

No que se refere a etiologia da DP, a mesma ainda ndo é completamente definida
(WIRDEFELDT et al., 2011; LEW, 2007), contudo a patogénese da doenca comecou a ser
compreendida mediante estudos post-mortem, por meio de andlises de cérebros de
pacientes afetados, trabalhos em cultura de células e através de modelos animais (MILLER
et al., 2009). Estudos indicam que a DP apresenta origem multifatorial e apontam efeitos
deletérios, genéticos e ambientais (exposicdo a pesticidas, herbicidas e metais pesados),

merecendo destaque a neuroinflamacdo, o0 estresse oxidativo, excitotoxicidade por
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glutamato, disfuncdo mitocondrial e apoptose como possiveis agentes causais
(WIRDEFELDT et al., 2011; SCALZO et al., 2011; FRANCO et al., 2010; PRZEDBORSKI,
2010; LEE; TRAN; TANSEY, 2009; WHITTON, 2007; PRZEDBORSKI, 2005; HALD;
LOTHARIUS, 2005).

Neste contexto, Kurz et al. (2003) identificaram associagdo entre histéria familiar
positiva e o risco de DP, com prevaléncia de 21,6% entre familiares. Adicionalmente,
observa-se ligacdes entre a ocorréncia desta enfermidade e mutacdes génicas em cerca de
5 a 10% dos casos (PRZEDBORSKI; VILA, 2003; HALD; LOTHARIUS, 2005), com
identificacdo de mutagBes de genes que codificam para algumas proteinas, como a-
sinucleina, ubiquitina, parquina, dentre outras (LE; APPEL, 2004; CALNE, 2001; SHASTRY,
2001).

Contudo, apesar da historia familiar ser um provavel desencadeador da DP, a
ocorréncia de casos na mesma familia podem ndo ser indicativos exclusivamente de
possivel causa genética, podendo resultar também da partiha do mesmo ambiente
(PANKRATZ; NICHOLS; UNIACKE, 2002). De maneira que a contribuicdo dos fatores
genéticos para o desenvolvimento da DP esta estreitamente relacionada a fatores
ambientais, uma vez que o primeiro remete a susceptibilidade individual e o Uultimo ao
desencadeamento do processo neurodegenerativo.

A exposicdo a neurotoxinas, como pesticidas, inseticidas, herbicidas e metais,
configuram possiveis fatores de risco para a DP (WANG et al.,, 2011; DI MONTE, 2003).
Adicionalmente o consumo de “agua de mina ou pog¢o” aparece em alguns estudos como
possivel fator de risco para a enfermidade, uma vez que estas aguas podem estar
eventualmente relacionadas com elevadas concentragcfes de minerais com efeitos
neurotoxicos (WERNECK; ALVARENGA, 1999; TAYLOR et al., 1999).

O estresse oxidativo é outro importante fator a ser analisado no processo
degenerativo da DP. Muitas reacdes celulares utilizam o oxigénio molecular para catélise e
producdo de energia. Essas reagbes produzem espécies reativas de oxigénio (ERO’s),
como superoxido, peroxido de hidrogénio e radicais de hidroxila 6xido nitrico (NO) (MILLER
et al., 2009). Em niveis baixos ou moderados, as ERQO’s sdo benéficas para execugéo de
funcgdes fisioldgicas, contudo, em altas concentragfes sdo prejudiciais para as membranas
celulares e podem ocasionar a morte celular (MILLER et al., 2009; LOH et al., 2006). Deste
modo, estudos apontam que o estresse oxidativo contribui desencadeando uma cascata de
efeitos deletérios nas células levando a degenerac¢do dopaminérgica na DP (MILLER et al.,
2009; MOSLEY et al., 2006). A inibicdo da enzima de sintase de 6xido nitrico (NOS), por
exemplo, conferiu protecao frente & morte neuronal em modelo experimental para o estudo
da doenca (GOMES; VOZARI; DEL BEL, 2008).
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De acordo com Gandhi e Wood (2005), toxinas ambientais agem por meio da
inibicdo da cadeia respiratéria mitocondrial causando seletiva degeneragédo dopaminérgica e
acumulo de inclusdes citoplasmaticas com ubiquitina e a-sinucleina. Na DP os danos
causados pelo estresse oxidativo interferem na funcao celular, tornando dificil determinar se
0 estresse oxidativo conduz, ou € uma consequéncia do processo degenerativo.

O estresse oxidativo também pode estar intimamente relacionado a outros processos
envolvidos na morte celular, como aos efeitos toxicos do NO (SALEHI; MASHAYEKHI,
2009). O NO, molécula produzida a partir do aminoacido L-arginina, opera em diversos
processos fisioldgicos no corpo humano, agindo como neurotransmissor ou neuromodulador
guando sintetizado pela enzima NOS (GOMES et al., 2008; ZHANG et al., 2006).

Segundo West et al. (2002), o NO esta associado a liberacdo e absorcdo de
neurotransmissores, em particular a dopamina, o que sugere possivel atividade no controle
motor. Ha evidéncias que o NO esteja associado a lesao neuronal, danos cerebrais por
mediacado da excitotoxicidade (DUNCAN; HEALES, 2005), danos ao DNA e modifica¢des de
proteinas, os quais podem promover mecanismos patogénicos envolvidos em processos
neurodegenerativos (ZHANG et al., 2006), além de desempenhar tanto um papel
neurotoxico como neuroprotetor (GUIX et al., 2005; BERNSTEIN et al., 2005).

Além do estresse oxidativo e consequente disfuncdo mitocondrial, estudos
evidenciam que a inflamacédo constitui também outro mecanismo importante envolvido no
desenvolvimento e progressao da DP. A resposta imune local no cérebro depende da
sintese de componentes inflamatérios pelas células gliais (microglia), de modo que, a partir
de um insulto téxico, estas podem produzir substancias como citocinas pro-inflamatérias,
prostaglandinas, ERO’s e espécies reativas de nitrogénio (ERN’s) (FAHN; SULZER, 2004;
McGEER; McGEER, 2004). Neste contexto, Chen et al. (2008a) e Brodacki et al. (2008)
identificaram niveis elevados, no estriado e liquido céfalo-raquidiano, de citocinas proé-
inflamatorias, citocinas associada a ativacdo de células T, citocinas antiinflamatorias e
fatores de crescimento, uma das principais caracteristicas que sustentam a relacdo entre
neuroinflamacéo e doenca de Parkinson.

Entretanto, de acordo com Emerit et al. (2004), uma das principais causas de morte
celular é a excitotoxicidade induzida por glutamato, principal neurotransmissor excitatorio,
responsavel por um terco de todas as sinapses do SNC. Concentracfes excitotoxicas de
glutamato, causam a despolarizagdo excessiva do neurdnio pos sinptico, gerando
disturbios da homeostasia ibnica e energética, com consequente aumento na concentragéo
de célcio intracelular. Observa-se geracdo de radicais livres e lesdo mitocondrial, podendo
ocasionar a lise e morte celular (RUBIO-OSORNIO et al., 2009).

Outro possivel agente causal da DP € a apoptose. Estudos in vivo, in vitro e post

mortem em humanos evidenciaram a morte celular por apoptose como fator etiolégico para
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aDP (WANG et al., 2009; LEV; MELAMED; OFFEN, 2003). Contudo, ainda ha muito a ser
esclarecido sobre os mecanismos envolvidos na DP. Conforme Esposito et al. (2007), a
degeneracao neuronal caracteristica desta enfermidade ndo resulta de somente um Unico
fator deletério, mas da convergéncia de diversos fatores.

A sintomatologia da doenca decorre, de maneira geral, do desequilibrio quimico
causado pela morte das células que produzem a dopamina, uma catecolamina sintetizada
nos terminais dos neurdnios dopaminérgicos a partir da tirosina, no qual o individuo
apresenta sinais classicos da doenca como tremor, rigidez muscular, instabilidade postural
(MUANGPAISAN et al., 2011; YOKOYAMA et al., 2011; RIZELIO et al., 2010; FRANCO et
al., 2010), bradicinesia (CHUNG et al., 2012; HEISTERS, 2011; WIRDEFELDT et al., 2011,
YOKOYAMA et al., 2011), acinesia e facie amimica (HEISTERS, 2011; WIRDEFELDT et al.,
2011). Por conseguinte, resulta em perturbacdes do tdnus, posturas anormais e movimentos
involuntarios (HEISTERS, 2011; WIRDEFELDT et al., 2011) e em alguns casos, desenvolve
disfungéo cognitiva e evolui para quadros de deméncia (CHAUDHURI et al., 2011).

Alguns destes sintomas podem também compor sindromes que partilham algumas
ou a maior parte dos sinais da DP, além de outros sinais ou sintomas que ndo sdo
caracteristicos da doenca. O termo “Parkinsonismo” é tipicamente designado para as
sindromes de etiologia conhecida, tais como Parkinsonismo proveniente de lesdes
isquémicas, de exposicao a toxinas ou a medicamentos neurolépticos (WIRDEFELDT et al.,
2011).

S&o raros os casos na DP em que os sintomas aparecem abruptamente. Nestas
situagBes ocorre inicialmente o tremor de repouso que se exacerba durante a marcha, ao
esforco mental e em situagfes de tensdo emocional, diminui com a movimentagao voluntaria
do segmento afetado e desaparece com 0 sono, acometendo preferencialmente as
extremidades dos membros quase sempre distalmente (RAO; HOFMANN; SHAKIL, 2006).

Anormalidades posturais sdo comuns na DP e compreendem a fase mais tardia da
enfermidade. Observa-se uma postura tipicamente flexionada, ja que os musculos flexores e
adutores tornam-se seletivamente mais contraidos, tanto nos membros superiores quanto
nos membros inferiores (LEW, 2007). Diante destas alteracdes, os individuos com DP
apresentam dificuldades para desviar o centro de gravidade de um pé para outro podendo
inclinar-se muito para frente com o intuito de evitar a queda, ao que é denominada
aceleracao anterior ou festinagéo (ALLEN et al., 2011).

Estas alteracdes na postura e na marcha dos individuos com Parkinson contribuem
para elevado risco de quedas (ALLEN et al., 2011) e acarretam na reducdo no nivel de
atividade gerando consequiente imobilidade, visto que a atividade do individuo também é
dificultada pelos episoédios de blogueio motor, denominados freezing, que, aliado a

hipocinesia acarretam na perda de independéncia funcional (PROTAS et al.,, 2005;
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GAUDET, 2002). Desta forma, os marcantes comprometimentos motores, a limitacao fisica
progressiva e a deficiéncia no desempenho funcional fazem dos aspectos fisicos um dos
grandes responsaveis pela piora da qualidade de vida dos individuos portadores desta
desordem neurodegenerativa (KEUS et al., 2009; GAUDET, 2002).

Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis tém como objetivo restaurar a atividade
dopaminérgica para melhorar a mobilidade funcional, aumentando a qualidade de vida dos
pacientes (HEISTERS, 2011). Agonistas de receptores de DA, Selegilina e Inibidores da
catecol-o-metil transferase (COMT) sado algumas drogas utilizadas no tratamento da DP. No
entanto, nenhuma delas pode reverter ou impedir a morte neuronal (SINGH; PILLAY;
YAHYA, 2007).

Nesta doencga, o principal tratamento medicamentoso utilizado como tentativa de
repor a falta de dopamina é o 3,4- diidroxifenilalanina (Levodopa ou L-DOPA), por ser o
agente isolado mais efetivo no tratamento desta enfermidade (CHO et al., 2012; HEISTERS,
2011; YOKOYAMA et al., 2011; RAO; HOFMANN; SHAKIL, 2006). O aumento gradual da
administracdo oral deste precursor dopaminérgico (L-DOPA) demonstrou possibilidades de
fornecer beneficios significativos e continuos, iniciando a “Era Moderna” da terapia
farmacologica. Contudo, os beneficios da farmacoterapia normalmente comegcam a declinar
apés cerca de cinco anos de uso continuo e os efeitos colaterais incobmodos se
desenvolvem na forma de flutuagdes nas respostas motoras e discinesias, que atingem mais
de 80% dos pacientes tratados, sendo considerado o conjunto mais debilitante de
complicagcdes motoras que surgem apos longo periodo de uso da droga (CHO et al., 2012;
YOKOYAMA et al., 2011; RAO; HOFMANN; SHAKIL, 2006; CENCI; LEE; BJORKLUND,
1998; MARSDEN, 1994).

Nesta perspectiva, diante dos crescentes problemas de mobilidade na DP, o
tratamento medicamentoso isolado, ndo é inteiramente suficiente para conter os avancos da
doenca (CHO et al., 2012; KEUS et al., 2009). Desta forma, a fisioterapia surge como uma
terapia adicional que objetiva retardar a progressdo motora da enfermidade, atuando sobre
as limitacdes da marcha, postura, balance e capacidade fisica, com enfoque para forca,
mobilidade e resisténcia (ALLEN et al., 2011; DERELI; YALIMAN, 2010; KEUS et al., 2009).

Para tanto, sdo utlizadas estratégias especificas que visam melhora de
desempenho, como atividades de transferéncias de sedestragcdo e decubitos, marcha,
alongamento e fortalecimento de cadeias extensoras, movimentos rotacionais, dentre outros
(KEUS et al., 2009). Estimulos externos e cognitivos também sdo enfatizados durante o
tratamento fisioterapéutico, de maneira que no decorrer na terapia, movimentos complexos
sdo divididos em diferentes componentes, condicionando o individuo a executar todas as

etapas de forma mais eficaz (KEUS et al., 2009).
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Keus et al. (2009), ressaltam a importancia do encaminhamento precoce do paciente
com DP ao tratamento fisioterapéutico. Por meio da escala de Hoehn and Yahr, que avalia a
severidade da DP por meio de medidas globais de sinais e sintomas que permitem
classificar o individuo quanto ao nivel de incapacidade, os autores apontam evidéncias
cientificas de que esta terapia se faz essencial, inclusive, diante de todas as fases de
evolucdo da doenca, em virtude de sua efichcia em manter funcdes vitais, prevenir quedas e
evitar contraturas e Ulceras de pressao.

A atividade fisioterapéutica diante desta enfermidade favorece a melhoria da
qualidade de vida dos pacientes e também de seus familiares. Possibilita ainda a integragcéo
social destes individuos e reduz custos para os sistemas de salude, a medida que retarda a
progressao da doenca e previne comorbidades (ALLEN et al., 2011).

No entanto, mediante casos graves, em gque 0s tratamentos, medicamentoso e
fisioterapéutico, mostram-se ndo mais satisfatorios, existem alternativas terapéuticas
diferenciadas para a DP, como a estimulag&o cerebral profunda e a neurocirurgia funcional
para lesdo do nucleo subtalamico, técnicas que utilizam de eletrodos ou procedimentos
invasivos para tratar os distirbios do movimento (SOBSTYL; ZABEK, 2012; KHAN et al.,
2012; RAJPUT; RAJPUT, 2006). Todavia, estes sdo métodos com acentuado risco de Obito
e elevado custo financeiro, de maneira que, torna-se imprescindivel a busca por novas

estratégias de tratamento fundamentadas em pesquisas cientificas.

1.3 Modelos experimentais para estudo da doenca de Parkinson

Os modelos animais visam auxiliar a compreensdo de processos etiologicos e
fisiopatol6gicos de enfermidades, o que permite aos pesquisadores testar novas terapias
visando minimizar sintomas e até mesmo sanar o problema (HE; NAKAYAMA, 2009;
GALTER, 2008; DINIS-OLIVEIRA et al., 2006; SCHOBER, 2004). Um modelo animal deve
possuir uma etiologia similar e funcdo equivalente a humana, entretanto, como na DP os
sintomas nao se manifestam espontaneamente em animais, é fundamental a administracéo
de agentes neurotéxicos para inducao da doenca (DINIS-OLIVEIRA et al., 2006; SCHOBER,
2004; DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Diante disto, existem modelos animais que permitem que alguns aspectos da DP
sejam melhor compreendidos. Todavia, ainda ndo existe nenhum modelo que possa, por si
s0, representar fidedignamente todos os sinais desta doencga (DINIS-OLIVEIRA et al., 2006;
SCHOBER, 2004; DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). Deste modo, a neurodegeneracédo do
sistema dopaminérgico pode ser induzida em roedores pela aplicagdo de drogas como o 1-

metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) e o paraquat, relatados brevemente nesta
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revisao, e pela 6-hidroxidopamina (6-OHDA), cujo mecanismo de acdo sera enfatizado por
ter sido a neurotoxina adotada na metodologia que integra o Ultimo capitulo desta
dissertagdo. A aplicagdo destas substancias, comumentes utilizadas na literatura, pode
reproduzir caracteristicas bioquimicas, celulares e/ou funcionais semelhantes a DP
(YOKOYAMA et al., 2011; MEREDITH; SONSALLA; CHESSELET, 2008; BOVE et al., 2005;
PRZEDBORSKI, 2005).

O 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) é um composto excitotdoxico
sintético derivado da heroina que promove destruicdo irreversivel nos neurdnios
dopaminérgicos nigroestriatais (YOKOYAMA et al, 2011; SCHOBER, 2004;
PRZEDBORSKI; VILA, 2003). Comumente administrado de forma sistémica (via
subcutanea, intravenosa, intraperitoneal ou intramuscular), o MPTP é altamente lipofilico e
atravessa rapidamente a barreira hematoencefalica, sendo convertido em 1-metil-4-fenil-2,3-
dihidropiridio (MPDP) em células ndo dopaminérgicas pela monoamina oxidade B (MAO-B).
Em seguida, oxida espontaneamente para 1-metil-4-fenilpitidinio (MPP®), que por meio de
um mecanismo desconhecido é liberado no espaco extracelular. O MPP+ ndo é capaz de
entrar em células dopaminérgicas livremente, de modo que sua captacdo depende de
sistemas de transporte ativos de membrana plasmética (SCHOBER, 2004).

Uma vez no interior de neurdnios dopaminérgicos, a MPP+ pode ligar-se ao
transportador vesicular de monoaminas (VMAT), que é associado com uma incorporagao de
MPP+ em vesiculas sinapticas contendo dopamina. A MPP+ pode acumular-se dentro da
mitocondria ou permanecer dentro do citoplasma e interagir com varias enzimas citosolicas.
A administracdo desta substancia leva a morte de células dopaminérgicas na substancia
negra compacta (SNc), resultando em sintomas similares aos da doenca de Parkinson
(SCHOBER, 2004; PRZEDBORSKI; VILA, 2003), entretanto, de acordo com Schober
(2004), ndo ha formacao de corpos de Lewy em modelos animais induzidos por esta toxina.

Em virtude do seu rapido mecanismo de agédo, o MPTP reproduz um modelo agudo
da DP, onde o aparecimento dos sintomas comportamentais ocorre em intervalos de poucos
dias, consistindo num modelo extensamente utilizado em pesquisas (YOKOYAMA et al.,
2011; SCHOBER, 2004). Contudo, segundo Schober (2004), a utilizacdo desta neurotoxina
para inducdo da DP requer adeséao total das regras de seguranca durante o contato com a
droga, pois a mesma pode penetrar no corpo humano atraveés da inalagédo, absorcdo e
ingestao e causar prejuizos sérios em humanos, como o Parkinsonismo.

Outro agente neurotoxico que contribui para inducdo da DP € o paraquat (1,1'-
dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto), um composto quartenario do amdnio utilizado como
herbicida, altamente téxico, que tem sido estudado como modelo para a doenca, devido as
evidéncias que associam fortemente a exposicdo a pesticidas as doencas
neurodegenerativas (FRANCO et al., 2010). Neste contexto, Dinis-Oliveira et al. (2006)
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evidenciaram, de acordo com estudos in vitro e in vivo, que a presenca do paraquat sobre a
proteina a-sinucleina resultou em aumento da fibrilagdo protéica e observaram também
elevagao de a-sinucleinas contendo agregados na regido da substancia negra de roedores
ap6s a administracao desta droga, reforcando as implicagdes da interacdo direta entre esta
proteina e agentes ambientais.

Quando administrado sistematicamente em animais, o paraquat induz mudangas
comportamentais e bioquimicas que sdo compativeis com os sintomas da DP, como rigidez
aumentada, acinesia e tremor. De modo geral, estima-se que a peroxidacao lipidica induzida
pela droga e a consequente morte celular de neurbnios dopaminérgicos, sejam o0s
responsaveis pelo inicio da doenca (DINIS-OLIVEIRA et al., 2006).

Um modelo de morte celular também pode ser produzido pela aplicagdo de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), uma neurotoxina catecolaminérgica sintética, com estrutura
semelhante a da dopamina, de facil oxidagdo e que deve ser administrada diretamente via
intracerebral, para que possa produzir lesbes neurais (SCHOBER, 2004). A 6-OHDA tem
acesso aos neurdnios utilizando-se do sistema de recaptagdo do neurotransmissor e €
transportada retrogradamente para fibras e corpos celulares dopaminérgicos, causando a
morte celular gradual dos terminais nervosos assim como dos corpos neuronais
(DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS, 2002).

Uma vez no interior dos neurdnios a toxina é oxidada em 6-OHDA quinona, que é
toxica para a célula. Os mecanismos toxicos ndo estdo necessariamente ligados, mas
parecem agir sinergicamente durante a morte neuronal (SCHOBER, 2004). No que diz
respeito ao mecanismo de agéo da 6-OHDA, é bem aceito que essa neurotoxina destroi as
estruturas catecolaminérgicas, com dano neuronal por um efeito combinado de ERO’s e
quinonas (MEREDITH; SONSALLA; CHESSELET, 2008).

A micro-injecdo da 6-OHDA no estriado de roedores foi primeiramente descrita por
Kirik, Rosenblad e Bjorklund (1998) e é considerada como um modelo Util e amplamente
utilizado, j& que induz a perda gradual dos neurénios dopaminérgicos na substancia negra
compacta e a deplecdo de dopamina no estriado, assemelhando-se ao quadro progressivo
da DP. Nos modelos animais as lesbes comumente sdo unilaterais, o que permite a
comparagao entre a regido lesionada e a ndo lesionada, fornecendo assim o controle interno
da lesé@o e possibilitando ainda a andlise da ocorréncia de modifica¢cdes plasticas como o
aumento no nimero e afinidade de receptores agonistas dopaminérgicos por meio de testes
comportamentais (HEUER et al., 2012; SCHWARTING; HUSTON, 1996).

A 6-OHDA pode ser injetada em diferentes sitios da via nigroestriatal produzindo
efeitos distintos (HEUER et al., 2012; FRANCARDO et al., 2011; SCHWARTING; HUSTON,
1996). No feixe prosencefélico medial causa destruicdo total das células dopaminérgicas da

SNc, area tegmentar ventral (UNGERSTEDT, 1968) e deplecédo das fibras desses neurbnios
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no estriado ipsi lateral. Produz aumento da sensibilidade por denervacdo dos receptores
pés-sinapticos dopaminérgicos no estriado ipsi lateral e disfungdo motora, caracterizada
principalmente por comportamento rotatdrio para o lado contralateral a micro injecdo da
toxina, observado mediante a administracdo de um agonista dopaminérgico (HEUER et al.,
2012; UNGERSTEDT, 1971a,b).

Apos a introducado da 6-OHDA na SNc, os DA comegam a se degenerar em 24 horas
e apds 3-4 dias essa reducdo chega ao maximo de dopamina, entretanto, quando a
neurotoxina € injetada diretamente no estriado essa morte celular ocorre de forma
retrograda e evolui de 1-3 semanas ap6s a lesdo (MEREDITH; SONSALLA; CHESSELET,
2008). Tem sido relatado que a degeneracdo neuronal induzida pela 6-OHDA envolve o
processamento de perdxido de hidrogénio e radicais de hidroxila na presenca de ferro
(SCHOBER, 2004; BETARBET; SHERER; GREENAMYRE, 2002). Entretanto, esta toxina
ndo leva a formacdo de inclusbes citoplasmaticas (SCHOBER, 2004; DAUER,;
PRZEDBORSKI, 2003).

Desta forma, a utilizacdo da 6-OHDA em modelos experimentais para indugcéo da DP
mostra-se Util para rastreio farmacolégico (SCHOBER, 2004), pois ao induzir a perda de
neurbnios dopaminérgicos de maneira progressiva e lenta, este mecanismo favorece o
aparecimento de déficits motores no decorrer do tempo, similar a instalagdo da doenca em
humanos, o que possibilita a avaliacdo de possiveis efeitos terapéuticos em longo prazo
(ALVAREZ-FISCHER et al., 2008). Outro beneficio que este modelo oferece, é a
possibilidade de avaliacdo dos sintomas motores produzidos por meio de testes
comportamentais, como o teste de comportamento rotatério induzido por drogas (IANCU et
al., 2005; SCHOBER, 2004), mostrando-se entdo bastante eficaz quando se deseja avaliar
efeitos neuroprotetores de substancias sobre a DP (SCHOBER, 2004), como os produtos
naturais.

Segundo Calixto (2003), medicamentos com expressiva agdo biologica sdo, em
grande parte, provenientes de produtos naturais. De modo que, estes compostos sdo
constantemente alvos de estudos farmacolégicos e comportamentais para verificagdo de

possiveis propriedades terapéuticas.

1.4 Produtos Naturais

Compostos organicos provenientes de plantas, de organismos marinhos e terrestres,
vertebrados e invertebrados, foram utilizados extensivamente no passado e ainda no
presente tornaram-se imprescindiveis para o tratamento de diversas doencas, pois

constituem novas entidades quimicas de larga diversidade estrutural que funcionam como
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compostos de interesse tanto na sua forma natural, como modificados para modelos semi
ou totalmente sintéticos (RATCLIFFE et al., 2011; BUTLER; NEWMAN, 2008; CHIN et al.,
2006). Assim, a utilizacdo de recursos naturais configura-se como uma importante
alternativa para a industria farmacéutica que vem produzindo drogas mais eficazes, dotadas
de maior seletividade contra varias condi¢des patologicas e com menor incidéncia de efeitos
ndo desejados (SCHMITT et al., 2011). Em concordancia, Calixto (2003) afirma:

“A terapéutica moderna, composta por medicamentos com
acOes especificas sobre receptores, enzimas e canais iGnicos, ndo
teria sido possivel sem a utlizagdo dos produtos naturais,
notadamente das plantas superiores, das toxinas animais e dos

microrganismos”.

Deste modo, a obtencdo de produtos naturais, incluindo as toxinas extraidas de
animais, de bactérias, fungos ou plantas proporcionou a compreensao de fenémenos
relacionados a biologia celular e molecular e possibilitou o desenvolvimento de alguns
farmacos (SCHMITT et al., 2011). Nesse sentido, estima-se que aproximadamente 40% dos
medicamentos disponiveis na terapéutica moderna de diversas doencas foram
desenvolvidos a partir de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de
animais (CHIN et al., 2006; CALIXTO, 2003).

Percebe-se, na atualidade, interesse governamental e profissional em associar o
progresso tecnolégico ao conhecimento popular e ao desenvolvimento sustentavel, visando
uma politica de assisténcia a saude eficaz e humanizada (SCHMITT et al., 2011; THOMAS;
JOHANNES, 2011; CHIN et al., 2006; CALIXTO, 2003). No que se refere a DP, as
complicacdes provenientes do uso prolongado do precursor dopaminérgico L-DOPA,
estimulam o desenvolvimento de pesquisas em busca de estratégias de tratamento mais
eficientes (GAO et al., 2012; SONG et al., 2012; JADIYA et al., 2011; LI; PU, 2011; KIM et
al., 2011a; HU et al., 2011; LEE et al., 2010b; ZHU et al., 2010; CHOI et al., 2010).

Os produtos naturais e seus principios ativos tém se mostrado eficazes perante esta
enfermidade em estudos clinicos (GAO et al., 2012) e pré-clinicos utilizando culturas de
células, a exemplo da administracdo do extrato aquoso do rizoma de Cyperus rotundus L. e
da Uncaria rhynchophylla (LEE et al., 2010b; SHIM et al., 2009), e em animais (SONG et al.,
2012; JADIYA et al., 2011; LI; PU, 2011; KIM et al., 2011a; HU et al., 2011; KIM et al., 2004).
Em ratos, o efeito neuroprotetor apés lesdo induzida por 6-OHDA foi demonstrado mediante
a administracdo do extrato metanolico de Hibiscus asper (HRITCU et al., 2011), do extrato
agquoso da Uncaria rhynchophylla (SHIM et al., 2009), do extrato de Ginkgo biloba L. (KIM et
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al., 2004), das folhas de Pueraria lobata (ZHU et al., 2010) e do extrato hidroetandlico de
Gynostemma pentaphyllum (CHOI et al., 2010).

Adicionalmente, Cabral et al. (2009) apontaram as atividades antioxidante e
antiinflamatoria da propolis vermelha brasileira, importante produto natural de origem apicola
com ampla propriedade biologica, que mostrou-se capaz de reduzir ou retardar a morte
neuronal dopaminérgica. Em consonancia, estudos in vitro tém reportado efeito
neuroprotetor de flavondides presentes na prépolis vermelha como a pinocembrina (LIU et
al., 2008) e a formononetina (SUN et al., 2012; CHEN et al., 2008b), inclusive em cultura de
neurbénios dopaminérgicos (CHEN et al., 2008b).

O éster 4cido caféico feniletilico (CAPE), outro componente ativo da propolis,
também mostrou-se eficaz ao atenuar a neurodegeneragdo dopaminérgica em modelo
experimental da DP induzido por MPTP (FONTANILLA et al., 2011). Este flavondide também
demonstrou possivel efeito neuroprotetor sobre a agdo da toxina 6-OHDA (NOELKER et al.,
2005).

Seguindo esta perspectiva, 0os produtos apicolas merecem destaque, pois, assim
como a propolis; a geléia real, o veneno e o mel de abelhas, também tém apresentado
importantes propriedades terapéuticas (RATCLIFFE et al., 2011; CHERNIACK, 2010) e
suscitado interesse da industria farmacéutica para extracdo e identificacdo de novos
principios bioativos a serem utilizados na fabricagdo de medicamentos. Segundo Ratcliffe et
al. (2011), o governo chinés investiu mais de 12 bilhdes de délares no desenvolvimento de
novos farmacos em 2009 e os subprodutos provenientes de insetos foram intensivamente
pesquisados para producao das drogas.

Por conseguinte, o crescente interesse sobre as propriedades terapéuticas
derivadas dos produtos apicolas tem despertado o potencial econémico para a apicultura,
uma das poucas atividades que contemplam todos os requisitos do tripé da sustentabilidade:
o econbmico, 0 social e o ecologico (SANTOS, 2009). Deste modo, Vilela (2000 apud
SILVA, 2010, p. 42) definiu apicultura como tarefa de criagcéo racional de abelhas do género

Apis.

1.5 Apicultura

Considerada uma atividade soOcio-econdmica conservadora das espécies vegetais
nativas, a apicultura refere-se a pratica da criacao de abelhas do género Apis para producéo
de mel, prépolis, pdlen, cera, veneno e outros produtos derivados (OLIVEIRA et al., 2010;

SILVA, 2010). A recente descoberta in situ do apiario mais antigo do Velho Mundo, em Tel
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Rehov, no vale do Jord&o, ao norte de Israel, sugere que a atividade apicola remonta desde
a antiguidade, aproximadamente do século IX a.C. (BLOCH et al., 2010).

A identificagdo de cilindros de argila ndo cozidos, semelhantes as colméias
tradicionais ainda utilizadas no Oriente Médio, sugere a localizacdo de um possivel apiério,
com larga escala e dentro da cidade, indicando que as abelhas e os produtos apicolas eram
valiosos e precisavam ser protegidos. Segundo os autores, algumas leis hititas, datadas dos
séculos XIV e XIIl a.C. continham punicdes severas para os ladrdes de enxames e colméias,
pois 0 mel e a cera de abelhas eram altamente valorizados como ingredientes alimentares e
também empregados na técnica de fundicdo de metais por cera perdida, sugerindo que a
apicultura certamente foi uma pratica importante e bem desenvolvida durante os séculos X e
IX a.C. (BLOCH et al., 2010).

Em termos gerais, a apicultura possibilita a utilizagdo permanente dos recursos
naturais e atualmente apresenta um significativo retorno financeiro e de baixo impacto ao
meio ambiente, podendo ser desenvolvida por pequenos produtores (OLIVEIRA et al., 2010;
SILVA, 2010). Deste modo, representa além de produgéo e trabalho para esta populagéo,
aumento do fluxo de renda, satisfacdo pessoal para a maioria dos produtores, e retorno as
tradices familiares para outros, favorecendo a fixagdo do homem no campo (OLIVEIRA et
al., 2010).

De modo geral, a apicultura caracteriza-se como um negocio familiar que vem
passando por um processo de profissionalizacdo impulsionado por um crescente mercado
internacional (SANTOS, 2009; IBGE, 2009). No Brasil, a atividade apicola teve inicio com os
jesuitas por volta do século XIX, por motivos religiosos, com a utilizacdo da cera de abelhas
européias para a confeccao de velas (OLIVEIRA et al., 2010).

A introducdo de abelhas africanas no pais ocorreu em 1956, quando o geneticista
Warwick E. Keer inseriu, num apiério experimental, exemplares desta espécie (Apis mellifera
scutellata), devido a baixa produtividade das racas européias no Brasil e as condi¢cdes
tropicais. Contudo, no ano seguinte, as abelhas escaparam, disseminaram-se e cruzaram
com abelhas Apis mellifera européias (A. m. mellifera; A. m. ligustica; A. m. carnica e A. m.
caucasica) (SCIANI et al., 2010; OLIVEIRA et al.,, 2010; SOUZA, 2004). O poli-hibrido
gerado, denominado abelha africanizada, configura uma espécie altamente resistente a
doencas e adaptavel as condi¢bes climaticas (KERR, 1967). Desde entdo, o Brasil mostra-
se propicio para a atividade apicola devido as suas ricas e diversificadas floradas, existindo
atualmente em seu territério somente abelhas africanizadas (OLIVEIRA et al., 2010;
SOUZA, 2004).

Outras racas de abelhas do género Apis foram introduzidas posteriormente,
principalmente nas regides Sul e Sudeste. Contudo, somente na década de 80, apds o

desenvolvimento de técnicas adequadas e a partir do movimento naturalista, que incentivou
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a utilizacdo de alimentos saudaveis e a melhoria da qualidade de vida humana, a apicultura
passou a crescer e se expandir para as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do pais
(OLIVEIRA et al., 2010; SOUZA, 2004).

Na Regido Nordeste a apicultura surgiu como uma oportunidade de sobrevivéncia,
pois proporcionou a conservacgao e a reconstrugdo dos ecossistemas num contexto onde a
falta de alternativas do sertanejo, poderia induzir ao acelerado processo de degradacédo
ambiental com a retirada de lenhas e gueimadas como forma de subsisténcia, destruindo a
cobertura vegetal (OLIVEIRA et al., 2010; SILVA, 2010). A ampla variedade de floradas e
microclimas e as vastas extensdes inexploradas fazem do semi-arido nordestino um local
com grande potencial para a apicultura (DUARTE, 2006).

Periodos de seca nesta regido sdo comuns em determinadas épocas do ano, e
favorecem que importantes flores meliferas brotem, a exemplo do marmeleiro, aroeira,
juazeiro e cajueiro (SANTOS, 2009). No litoral, € a vegetacdo rica em coqueiros que
favorece a producéo de pélen (DUARTE, 2006).

A apicultura nordestina apresenta atualmente posicdo de destaque nacional pela
producdo de mel e de outros produtos com caracteristicas diferenciadas e com grande
qgualidade organica (IBGE, 2010). Este progresso deve-se as caracteristicas das abelhas
africanizadas, que sdo boas produtoras de mel e apresentam comportamento higiénico
eficiente, retirando o acaro das outras abelhas, tornando esta espécie altamente resistente a
doencas, de maneira que o Brasil hdo precisa fazer grandes investimentos na compra de
acaricidas e antibiéticos. Desta forma, grande parte da producdo apicola nacional ndo
apresenta residuos quimicos (CALDERON et al., 2010).

Neste contexto, a producdo nacional de mel, em 2010, atingiu 38.017 toneladas,
onde as regides sul (43,5%) e nordeste (34,5%) apresentaram maior participacdo (IBGE,
2010). Assim, a grande variedade de produtos a serem explorados pela apicultura, com alto
teor lucrativo e visibilidade no mercado nacional e internacional, fez desta, uma atividade
integrante atualmente do Produto Interno Bruto (PIB) Brasileiro. Ainda segundo o IBGE, em
2008, o Brasil exportou 18,2 mil toneladas de mel e em 2009 as exportacdes excederam 26
mil toneladas, sendo os Estados Unidos e a Alemanha os maiores compradores. Neste
cenario, a regido nordeste foi responsavel por aproximadamente 30% das exportacdes
apicolas brasileiras, com crescimento da produg&o em todos os estados (IBGE, 2009).

No estado de Sergipe, onde ha vegetacao diversificada e variedades de espécies de
abelhas, os apicultores podem ser classificados como produtores familiares, uma vez que
62% possuem entre uma e 50 colméias e 38% possuem acima de 50 colméias, sendo

considerados apicultores profissionais ou comerciais. De acordo com Oliveira et al. (2010):
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“Sergipe possui aproximadamente 16.775 colméias, e se
estivessem todas povoadas e bem manejadas renderiam uma
producdo aproximada de 671 toneladas de mel, considerando a
produtividade média de 40 kg/colméia/ano. Resultados superiores
aos da Regido Sul da Bahia, onde 28% dos apicultores tém menos
de 10 colméias e 11,6% possuem mais que 50 colméias, e inferiores
aos resultados encontrados em Alagoas, onde 78% dos apicultores
possuem de uma a 50 colméias, 10% de 50 a 100 e 12% mais que

100 colméias.”

Oliveira et al. (2010) identificaram no estado de Sergipe cerca de 92% de apicultores
do sexo feminino, em contraste com estudos que abordaram as regifes de Santa Catarina e
Tocantins, onde esta atividade é eminentemente masculina. Entre os apicultores sergipanos,
identificou-se maior numero de individuos na faixa etaria entre 26 e 40 anos de idade com
maioria apresentando ensino médio completo, dados que sugerem fase de afirmag&o no
mercado de trabalho e maior facilidade para assimilagdo de desenvolvimento de préticas
tecnolégicas, diferentemente das informacdes obtidas na Regido Sul da Bahia e Rio Grande
do Norte com numero expressivo de apicultores analfabetos (OLIVEIRA et al., 2010). Deste
modo observa-se que 0s apicultores sergipanos apresentam qualidades positivas que
podem favorecer o crescimento desse agronegdécio na regido.

De acordo com o plano de desenvolvimento preliminar do arranjo produtivo de
apicultura sergipana (SEDECT-SE, 2008), os territérios do Alto Sertédo, Leste Sergipano e
Grande Aracaju possuem maior concentracdo da atividade apicola, com destaque para 0s
municipios que apresentam menor indice de desenvolvimento humano (IDH), a citar: Poco
Redondo, Brejo Grande, Porto da Folha, Gararu e Canindé do Sao Francisco. Neste
contexto, ressalta-se a importancia da atividade apicola para o desenvolvimento destes
territérios, na medida em que, por meio desta, sdo gerados empregos, permitindo maior
fluxo de renda nos municipios (OLIVEIRA; HANSEN, 2011).

A cidade de Nossa Senhora das Dores contém um importante exemplo de
desenvolvimento da apicultura no estado de Sergipe. Nesta regido, um pequeno produtor
que utilizava mao-de-obra familiar, ascendeu em seu negoécio e em 2002 o apiario estava
preparado para receber turistas e estudantes do municipio, contribuindo para o crescimento
econdmico local e despertando jovens e criangcas para a importancia da variedade dos
produtos provenientes desta atividade econdmica. Ainda neste estado, os moradores dos
povoados Tigre, em Pacatuba; Junco, em Poco Verde e Bela Vista, em Gararu, também

implantaram e desenvolveram a apicultura melhorando a qualidade do mel, aprimorando a
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comercializacdo, explorando novos produtos e obtendo importante retorno financeiro
(DUARTE, 2006).

1.6 Apicultura e meio ambiente

Na tentativa de conter os crescentes avangos das degradacbes ambientais, um
importante desafio para as futuras geracfes serd oferecer condi¢cdes suportaveis para
manutengdo da espécie humana na Terra. Para tanto, torna-se imprescindivel o manejo
adequado de todos os recursos naturais disponiveis, considerando, inclusive, praticas
alternativas de producao agricola que respeitem o meio ambiente e reduzam a utilizacdo de
insumos e defensivos que venham a comprometer a qualidade do ambiente e do alimento
produzido. De acordo com Mota (2006, apud SANTOS, 2009):

“A degradacdo/ exaustdo dos recursos naturais bem como a
exploracdo excessiva destes, afeta, sobremaneira, a quantidade e
gualidade dos servicos ambientais, prejudicando a capacidade de

resiliéncia de todo o sistema.”

A atividade apicola favorece também o reflorestamento de espécies, como acacia e
eucalipto; possibilita a elevagédo da produtividade de algumas lavouras, principalmente soja
e girassol; pomares e hortas, e permite ao apicultor o desenvolvimento de outras atividades
simultdneas, como a agricultura e a fruticultura, otimizando o potencial produtivo da
propriedade (TRAN et al.,, 2012; MENDONCA et al., 2008; BASUALDO et al.,, 2007,
BASUALDO; BEDASCARRASBURE; DEJONG, 2000). O éxito na execucdo deste
agronegocio deve ser atribuido em grande parte, ao valoroso papel das abelhas na natureza
como agentes polinizadores de cultivos, realizando importante servico ambiental
(CRESSWELL, 2011; LE CONTE; NAVAJAS, 2008; VANENGELSDORP et al., 2008; KLEIN
et al., 2007).

Em contra partida, interferéncias humanas sobre o meio ambiente afetam
sobremaneira a biodiversidade e pdem em risco a perpetuacdo de espécies, a exemplo do
aquecimento global, que afeta diretamente a vida nas colméias (LE CONTE; NAVAJAS,
2008). O aumento na temperatura ambiente de aproximadamente 2°C ja € suficiente para
que as abelhas migrem para fora de suas &reas de distribuicdo em busca de temperaturas
mais amenas, dificultando a manutencdo da apicultura (LE CONTE; NAVAJAS, 2008).
Adicionalmente, a destruicdo de ambientes naturais, terrestres e costeiros, também

compromete diretamente a sobrevivéncia destes insetos, fazendo com que ocorra
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enxameagao para as zonas urbanas, onde as abelhas poderdo nidificar em construcdes,
tornando-se vulneraveis as a¢des depredatdrias humanas (MELLO; SILVA; NATAL, 2003).

A utilizacdo de inseticidas toxicos e a grande emissdo de gases e efluentes
ambientais configuram outros fatores que afastam e matam os polinizadores de cultivos
(CRESSWELL, 2011; VANENGELSDORP et al., 2008). Agrotéxicos, como 0s
neonicotinoides, largamente utilizados para a protecdo de culturas (CRESSWELL, 2011,
ELBERT et al., 2008), afetam ndo somente 0s inimigos naturais das lavouras, mas também
os polinizadores, uma vez que é freqlente a presenca de residuos destes produtos em
amostras de poélen retiradas de colméias (CLOYD; BETHKE, 2011; CRESSWELL, 2011). Os
neonicotinbides agem como neurotoxinas que atacam o0 sistema nervoso central das
abelhas, atuando como agonistas nicotinicos nos receptores de acetilcolina (nAChR) nas
sinapses nervosas (CLOYD; BETHKE, 2011; CRESSWELL, 2011; ELBERT et al., 2008), e
estes insetos ndo conseguem voar em dire¢éo a colméia, devido ao possivel efeito sobre a
aprendizagem e memoéria, comprometendo a sobrevivéncia da colbnia (CRESSWELL,
2011).

De acordo com Cresswell (2011), preocupagfes sobre impactos ndo intencionais
causados pelo uso de neonicotinéides nas abelhas, levaram a restricbes na utilizacao deste
produto por parte dos governos da Franca e Alemanha. A reducdo destes polinizadores no
ambiente podera, dentre outras implicacdes, induzir a um declinio paralelo de espécies
vegetais e afetar diretamente a dieta humana, pois estima-se que um terco do alimento
humano provém, direta e indiretamente, da polinizacdo realizada pelas abelhas
(VANENGELSDORP et al.,, 2008; KLEIN et al., 2007). A polinizagcdo permite ainda
variabilidade genética e a perpetuacdo das espécies com a selecdo de individuos mais
resistentes e mais adaptados (KLEIN et al., 2007). Logo, favorece melhor desenvolvimento
do fruto e grande variabilidade de gréos, sementes e raizes, a exemplo do abacate, liméo,
abdbora e meldo, dentre outras plantacdes, polinizadas por abelhas da espécie Apis
mellifera (ARTZ; NAULT, 2011; AFIK et al., 2010; MENDONCA et al., 2008; DE LA HOZ,
2007; AFIK et al., 2006).

1.7 Espécie: Apis mellifera

O género Apis pertence ao reino: Animalia, ao filo: Arthropoda, a classe: Insecta ou
Hexapoda, a sub-classe: Pterygota, a ordem: Hymenoptera, a sub-ordem: Apocrita, a
familia: Apidae e a tribo: Apni, existindo uma variedade de espécies de Apis (MICHENER,

2007), sendo a Apis mellifera espécie largamente encontrada nos trépicos, na regido
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subartica e em toda a zona temperada. As demais espécies, Apis florea, Apis dorsata e Apis
cerana, concentram-se no sudeste da Asia (FREE, 1980).

As abelhas sdo consideradas insetos sociais, devido ao elevado grau de
desenvolvimento social atingido, agrupando-se em enxames onde existe organizada
distribuicdo de tarefas. Abelhas da espécie Apis mellifera, nidificam em espacos fechados,
escuros, como cavidades de rochas e arvores 6cas, onde cada coldnia constroi varios favos
paralelos e sdo atraidas umas pelas outras por meio de sistemas auditivos, tateis ou
quimicos eficazes e formam um agrupamento dentro do seu ninho ou colméia
(FITZGERALD; FLOOD, 2006; HERNANDEZ, 2003). Os aspectos anatdbmicos desta espécie
consistem em um exoesqueleto, composto pelo polissacarideo quinina, que fornece
protecdo para 0s 0rgaos internos, sustentacdo para os musculos e protecdo contra a perda
de agua; e estrutura corporea dividida em cabega, térax e abdome (NOGUEIRA-COUTO;
COUTO, 2002).

A cabeca é a estrutura mais sensitiva do corpo e nela localizam-se: os olhos —
simples (ocelos) e compostos -, as antenas, o aparelho bucal e, internamente, as glandulas.
Os ocelos localizam-se na regido frontal da cabec¢a formando um tridngulo. Estas estruturas
ndo formam imagens, mas tem a funcdo de detectar a intensidade luminosa (DADE, 1994).
Ja os olhos compostos, sdo dois grandes olhos localizados na parte lateral da cabeca que
contém estruturas menores denominadas omatideos, cujo numero varia de acordo com a
casta (HORRIDGE, 2009).

Na regido frontal mediana da cabeca localizam-se as duas antenas que possuem
estruturas sensoriais para tato, audicdo e olfato (SANDOZ, 2011; KIRSCHNER et al., 2006),
este Ultimo, considerado um sistema de alta complexidade. Ainda na cabeca encontra-se o
aparelho bucal, composto por duas mandibulas e a lingua ou glossa (EMBRAPA, 2002).

Na regido do térax destacam-se os trés pares de pernas e dois pares de asas de
estrutura membranosa, que atuam como Orgdos locomotores, além da grande quantidade
de pélos, que possuem importante funcdo na fixagdo dos graos de pdlen quando as abelhas
entram em contato com as flores (EMBRAPA, 2002). No térax também sdo encontrados
espiraculos (6rgdos de respiracdo), o eséfago (MEYER; WIESE, 1985) e glandulas salivares
envolvidas no processamento do alimento.

O abdome da abelha Apis mellifera é formado por segmentos unidos por membranas
bastante flexiveis que facilitam o movimento do mesmo. Nesta parte do corpo, encontram-se
orgdos do aparelho digestivo, circulatério, reprodutor, excretor, 6rgdos de defesa e
glandulas produtoras de cera (NOGUEIRA-COUTO; COUTO, 2002).

No final do abdome localiza-se o ferrdo, 6rgdo de defesa das abelhas, que
permanece no interior do animal em situagcbes normais e excreta o veneno mediante

situacBes de perigo iminente, identificadas pelo inseto. O veneno, desde a sua producao até
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a liberagcéo, abrange um percurso que compreende o sistema glandular, o saco de veneno,
o bulbo do ferrdo com sua respectiva organizacdo muscular e o ferrdio (HERNANDEZ,
2003).

O sistema glandular, que apresenta maior atividade enzimética aos 14 dias de idade
(ABREU; MORAES; MATHIAS, 2010), € composto por uma glandula (localizada na regido
posterior do abdome, entre o reto e 0s ovarios) que contém dois tubulos filiformes onde
encontram-se varias células secretoras. As células secretoras apresentam grandes
gquantidades de reticulo endoplasmatico rugoso, mitocondrias e vesiculas secretoras,
sugerindo assim uma intensa sintese de proteinas (ROAT; NOCELLI; LANDIM, 2006).

A producéo destas células é recolhida em multiplos canaliculos que desembocam em
um ducto comum. Este conduzird o veneno até o saco de veneno, estrutura que tem por
fungcd@o armazenar a substancia. Conectado a esta estrutura encontra-se o bulbo de ferréo,
que apesar de nao apresentar movimento proprio, funciona como uma bomba impulsionada
por uma série de musculos que o circundam (ROAT; NOCELLI; LANDIM, 2006; OGAWA;
KAWAKAMI; YAMAGUCHI, 1995; HIDER, 1988). Como se comunica também com o ferrdo
mediante contracdo muscular, o bulbo do ferrdo permite que a substancia contida no saco
de veneno passe por sua estrutura e flua até ser excretada pelo ferrdo da abelha (ROAT;
NOCELLI; LANDIM, 2006; HIDER, 1988), como € possivel visualizar na Figura 4.

GLANDULA ————— (

DE VENENO

RESERVATORIO DE VENENO ———————7"__ __ _ :

GLANDULA ALCALINA
OU DE DUFOUR _
\\

%~ MUSCULO MOTOR
i DO FERRAO

MUSCULO MOTOR DA PLACA
QUADRANGULAR

7
MUSCULO RETRATIL”
DA PLACA
QUADRANGULAR

PALPO DO FERRAO

FERRAO X : V/ BULBO DO FERRAO

Figura 4. Imagem do aparelho produtor e excretor de veneno. E possivel visualizar o
sistema motor composto por grupos musculares associados a trés pares de placas
quitinosas localizadas internamente. Fonte: CAMARGO, 1970.
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O ferréo da abelha é uma estrutura rigida e farpada, composta por um componente
dorsal fixo (estilete) e dois elementos ventrais, moveis no sentido longitudinal, (lancetas) que
se encaixam mediante contracdo muscular e liberam o veneno, de maneira que, ao ser
usado contra animais com tecido cutaneo elastico, como uma ave ou mamifero, permanece
encravado no tecido mole da vitima (FITZGERALD; FLOOD, 2006; HERNANDEZ, 2003;
OGAWA; KAWAKAMI; YAMAGUCHI, 2011; HIDER, 1988). Quando a abelha tenta retira-lo,
o ferrdo e o sétimo seguimento abdominal sédo cortados e deixados in situ, devido a
elasticidade do tecido corpéreo da vitima e a fragilidade da musculatura abdominal que
prende o aparelho de ferrdo das abelhas, culminando na morte do animal por exaustdo ou
pela perda continua da hemolinfa, que ndo apresenta agentes coagulantes capazes de
impedir o seu fluxo. Assim, o Ultimo ganglio nervoso e os musculos que operam o saco do
veneno sdo deixados com o ferrdo, de modo que ele continua a injetar o veneno no corpo da
vitima (CHEN; LARIVIERE, 2010; FITZGERALD; FLOOD, 2006; WINSTON, 1994; HIDER,
1988; FREE, 1980).

1.8 Apiterapia

O emprego de produtos apicolas para finalidades terapéuticas, como é definida a
apiterapia, remonta a antiguidade, com aplicabilidade descrita desde Hipdcrates (460-370
a.C.), Aristételes (384-332 a.C.) e Galeno (130-200 d.C.) (HELNNER et al., 2007). Em
virtude das propriedades cicatrizante, antibacteriana e antiinflamatoria, dentre outras; o mel,
a propolis e demais produtos provenientes das abelhas, foram largamente utilizados por
civilizagbes egipcias, gregas, romanas e incas em prol da saude humana (RATCLIFFE et
al., 2011; MARCUCCI, 1996).

Segundo Ratcliffe et al. (2011), os insetos compdem cerca de 75% de todas as
espécies animais e provavelmente muitos fatores naturais auxiliaram sua sobrevivéncia
diante dos numerosos insultos ambientais ocorridos ao longo de sua evolugéo, que remete
ao periodo de 4 a 5 milhdes de anos. Cerca de 300 espécies de insetos ainda sado utilizadas
na medicina tradicional chinesa e comumente os medicamentos sdo extraidos mediante
picadas de abelhas e vespas, e até mesmo dos corpos ou secre¢Bes dos artropodes
(RATCLIFFE et al., 2011; MITCHELL, 2006).

Estes compostos oferecem excelentes fontes com altas concentragbes de enzimas
ativas, citocinas e neurotoxinas, que servem como ferramentas para estudo do
funcionamento subcelular dos sistemas nervoso e cardiovascular dos mamiferos
(MITCHELL, 2006). Recentemente este fato tem sido reconhecido por varias empresas, em

virtude da grande exploracdo de produtos naturais provenientes de insetos, utilizando
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modernas técnicas de analises bioquimica e molecular (RATCLIFFE et al., 2011;
MITCHELL, 2006).

Neste sentido, convém ressaltar a importante atividade antibacteriana do mel de
abelhas, cujo mecanismo de agdo tem alcancando estirpes resistentes aos antibiéticos,
como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginos. Adicionalmente,
resultados positivos tém sido obtidos frente a processos de cicatrizacdo e também mediante
quadros de rinite alérgica ap6s administracdo de mel ou da geléia real (RATCLIFFE et al.,
2011). Até mesmo a propolis, resina produzida pelas abelhas a partir de brotos, ramos e
botdes florais de diversas partes das plantas, apresenta suas propriedades biolégicas
ratificadas constantemente pela literatura e suas atividades antioxidante, antimicrobiana e
antitumoral, dentre outras, sdo amplamente exploradas (RIGHI et al., 2011; CABRAL et al.,
2009; AWALE et al., 2008).

A terapia com veneno de abelhas tem sido utilizada na medicina tradicional chinesa,
bem como na antiga Grécia e Egito, ha milhares de anos, para o tratamento da artrite,
reumatismo e outras doengas auto-imunes, bem como contra o cancer, doencas de pele,
dor e infecgbes (RATCLIFFE et al.,, 2011; CHEN; LARIVIERE, 2010). Segundo Chen e
Lariviere (2010), a composicdo da apitoxina desperta o interesse da comunidade cientifica
desde o século XIX, e na década de 80 ja estimava-se a importancia deste possivel agente
terapéutico na medicina ocidental.

As toxinas produzidas por animais venenosos contém compostos que podem ser
aproveitados no desenvolvimento de uma ampla gama de farmacos. E, a utilizacao do
veneno de abelhas no cenario atual, configura-se como uma proposta diferenciada de
produto a ser extraido da apicultura e com grande visibilidade no mercado externo
(MATYSIAK et al., 2011; DAMACENA; HELMER; SANTOS, 2005). Em consonancia, Son et
al. (2007) afirmam:

“‘As empresas farmacéuticas estao atualmente financiando
extensa investigagdo sobre o potencial do veneno, como a proxima

geracdo de drogas no combate ao cancer.”

Na Europa e em alguns mercados globais (a citar: Alemanha, Eslovaquia, Franca,
Bulgéaria e Russia) existem algumas férmulas farmacéuticas registradas com o veneno de
abelha bruto (MATYSIAK et al., 2011). A terapia com a utilizacdo deste produto tem sido
relatada como eficaz no tratamento de algumas enfermidades, possivelmente em virtude de
suas propriedades antiinflamatorias, principalmente sobre as doencas reumaticas descritas
desde Zurier et al. (1973). Um exemplo € a artrite reumatdide, doenca inflamatoria

autoimune, onde Park et al. (2004) e Son et al. (2007) relataram que houve diminuicdo da
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expressao da enzima cicloxigenase-2 (COX-2), da fosfolipase A, (PLA,) e dos niveis de fator
de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), IL-6, NO e ERO em virtude das
propriedades do veneno.

Deste modo, a apiterapia com o veneno de abelha tem apresentado também acgéo
cicatrizante (HAN et al.,, 2011) e resultados positivos até mesmo mediante quadros
oncolégicos (ORSOLIC, 2011; PARK et al., 2010) e sobre outras doencas, em especial as
gue acometem o Sistema Nervoso Central (SNC), cujos estudos serdo minuciosamente
descritos no item 1.9.2.. Assim, devido ao reconhecimento de suas propriedades
terapéuticas no meio cientifico, a apitoxina configura-se como um recurso altamente
relevante a ser continuamente explorado a favor da salde humana.

Um importante exemplo é a pesquisa realizada por Lee et al. (2010a), onde o
tratamento com veneno de abelhas apresentou resultados favoraveis inclusive diante de
condigbes ateroscleréticas. Administrado via intraperitoneal, a toxina reduziu a formacao de
placas ateroscleréticas e o nivel de lipidios séricos em camundongos. O tratamento com a
apitoxina diminuiu também o colesterol total e o teor de triglicérides, enquanto aumentava a
lipoproteina de alta densidade (HDL-C) nos animais com aterosclerose experimental.

Outro estudo recente que apresentou resultados altamente relevantes sobre o
assunto, foi realizado por ORSOLIC (2011), onde o autor evidenciou que a apitoxina
apresenta resultados positivos quando utilizada no tratamento de varios tipos de cancer,
entre eles os canceres de bexiga, figado, mama, prostata, pulmdo e rim. Segundo a
pesquisa, a destruicdo das células cancerigenas ocorre principalmente pela acdo dos
componentes melitina, fosfolipase A, e apamina, elementos que agem contra as células
tumorais. Deste modo, as vastas propriedades biolégicas da apitoxina, e de seus principais
componentes, fazem deste, um importante produto apicola com largo potencial de

aplicabilidade terapéutica.

1.9 Apitoxina

A apitoxina é o veneno produzido pelas abelhas com objetivo de proteger a colbnia
contra a extensa variedade de predadores, que védo desde outros artropodes a vertebrados
(ORSOLIC, 2011; RATCLIFFE et al., 2011; SCIANI et al., 2010; FITZGERALD; FLOOD,
2006; HIDER, 1988). Individuos da espécie Apis mellifera produzem apitoxina por meio de
uma glandula de secrecdo acida e outra de secrecdo alcalina, localizadas no interior do
abddémen da abelha operaria, e esta substancia consiste em uma mistura complexa de
enzimas (KOKOT et al., 2011; SCIANI et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010;
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PACAKOVA; STULIK, 2000; HIDER, 1988), peptideos (MATYSIAK et al., 2011; KOKOT et
al., 2011; SCIANI et al., 2010; ZHOU et al., 2010; LEE et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et
al., 2010; PACAKOVA; STULIK, 2000; HIDER, 1988) e aminoacidos (ZHOU et al., 2010;
HIDER, 1988), além de pequenas quantidades de carboidratos e lipidios (HIDER, 1988) -

Conforme Quadro 1.

Quadro 1: Componentes da apitoxina.

CLASSE DA MOLECULA

COMPONENTES

REFERENCIAS

ENZIMAS

FOSFOLIPASE A;

SCIANI et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et
al., 2010; ZHOU et al., 2010; LEE et al.,
2010; HIDER, 1988

HIALORUNIDASE

HIDER, 1988

MATYSIAK et al., 2011; KOKOT et al., 2011;
SCIANI et al., 2010; ZHOU et al., 2010; LEE

MELITINA et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010;
PACAKOVA; STULIK, 2000; HIDER, 1988
MATYSIAK et al., 2011; KOKOT et al., 2011;
) ZHOU et al., 2010; HIDER, 1988
PROTEINAS PEQUENAS APAMINA
E PEPTIDEOS
MATYSIAK et al., 2011; KOKOT et al., 2011;
) HIDER, 1988
PEPTIDEO MCD
TERTIAPINA; HIDER, 1988
PROCAMINA:;
SECAPINA
AMINAS HISTAMINA, HIDER, 1988
FISIOLOGICAMENTE DOPAMINA,
ATIVAS NORADRENALINA
ACUCARES GLUCOSE, FRUTOSE | HIDER, 1988
FOSFOLIPIDEOS HIDER, 1988

AMINOACIDOS

ACIDO y-AMINO-

ZHOU et al., 2010; HIDER, 1988

BUTIRICO; a-
AMINOACIDOS
COMPONENTES ESTERES HIDER, 1988
VOLATEIS COMPLEXOS

(FEROMONIOS)
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Dentre os componentes da apitoxina destacam-se a melitina e a fosfolipase A,, que
constituem os principais componentes do veneno, representando juntas cerca de 75% do
seu peso seco (SCIANI et al.,, 2010; FERREIRA-JUNIOR et al.,, 2010; HIDER, 1988).
Adicionalmente, a composicdo da apitoxina pode variar em funcdo da sazonalidade e entre
regides geograficas (FERREIRA-JUNIOR et al., 2010; SCIANI et al., 2010).

A melitina tem pH altamente basico (YANG et al., 2011), e constitui um tipo de
peptideo anfipatico, hidrossollvel, que consiste de 26 aminoacidos com 6 cargas positivas
(KEITH; ESHLEMAN; JANOWSKY, 2011; ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011; RATCLIFFE
et al., 2011; ZHOU et al., 2010). Os quatro residuos de aminoacidos com cargas positivas e
6 residuos de aminoacidos com hidrofilia sdo localizados no fim carboxi-terminal, enquanto
0s 2 residuos de aminoacidos com cargas positivas e 20 residuos de aminoacidos com
hidrofobia sdo situados no fim aminoterminal (ZHOU et al., 2010). De acordo com a
literatura, a melitina apresenta intensa atividade hemolitica (ORSOLIC, 2011; ZHOU et al.,
2010; BOGAART et al.,, 2008), efeito analgésico significativo (ZHOU et al., 2010) e
importante acdo antiinflamatoria (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011; ZHOU et al., 2010),
antibacteriana e antifangica (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011), e apresenta ainda ac&o
antiviral e antitumoral (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011; RATCLIFFE et al., 2011; ZHOU
et al., 2010).

Em contrapartida esté a fosfolipase A, enzima de natureza glicoprotéica que catalisa
a hidrolise de fosfolipidios presentes nas membranas plasméticas celulares e desencadeia
fendbmenos bioquimicos em cascata, que convergem para 0 aparecimento de reacbes
inflamatorias. E um dos principais componentes imunogénicos do veneno de Apis mellifera e
pode contribuir para a toxicidade generalizada no envenenamento, por uma interagdo com a
melitna (ORSOLIC, 2011; FITZGERALD; FLOOD, 2006; OWNBY et al., 1997,
SCHUMACHER; EGEN, 1995).

A extracdo da apitoxina pode ser realizada por meio da estimulagcdo manual. Esta
técnica, que culmina na morte do animal, consiste numa leve pressdo no abdome da abelha
que favorecera a expulsdo do veneno pelo ferrdo, sendo este veneno liquido coletado por
meio de uma microcapsula (FERREIRA-JUNIOR et al., 2010; HIDER, 1988). Contudo,
comumente € realizada a extragao elétrica.

Segundo Gramacho, Malaspina e Palma (1992), a técnica de coleta por extracédo
elétrica tem sido utilizada desde meados de 1950 e consiste na colocagcdo de um coletor,
composto por placas de vidro e gerador de pulsos, conectado a bateria ou a outra fonte de
energia, no alvado da colméia. Quando as abelhas pousam sobre a placa, recebem um
choque e reagem no intuito de ferroar a placa coletora elétrica, depositando uma carga de
veneno entre o vidro e o material protetor do equipamento, local onde seca e depois é

raspado e vendido para a industria farmacéutica ou laboratério especializado, por exemplo,
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para ser utilizado em favor da saude humana (ZHOU et al., 2010; DAMACENA; HELMER,;
SANTOS, 2005; OBISPO, 2002; HIDER, 1988).

A principal vantagem desta forma de obtencdo da apitoxina, € que nao provoca a
morte do animal e ainda preserva o ferrdo da abelha (FERREIRA-JUNIOR et al., 2010).
Adicionalmente, estima-se que, independente do método de coleta, em uma ferroada a
abelha libera 1ug do veneno seco (HIDER, 1988).

1.9.1 Acao da apitoxina na membrana celular

A introducdo da apitoxina nos tecidos celulares desencadeia uma série de reacdes
biol6gicas na membrana, que variam de acordo com a diversidade bioquimica de seus
constituintes. Elementos como fosfolipase A,, melitina, hialorunidase, apamina e peptideo
degranulador de mastdcitos (MCD) interagem com a membrana celular ocasionando
importantes reacdes locais e sisttmicas no organismo atingido (ORSOLIC, 2011;
FITZGERALD; FLOOD, 2006).

Fisiologicamente, intersticios celulares sdo preenchidos por acido hialurénico, um
biopolimero que possui propriedades adesivas. A hialorunidase, enzima presente na
apitoxina, em contato com a célula, quebra as moléculas de acido hialurénico em pequenos
fragmentos, formando uma solugéo intercelular menos viscosa que facilita a penetragcéo de
outros componentes do veneno. Por esta razdo, a hialorunidase é freqlientemente
denominada fator de difusdo da apitoxina (FITZGERALD; FLOOD, 2006; DOTIMAS; HIDER,
1987).

Em seguida, a fosfolipase A,, enzima hidrolisadora de fosfolipidios da membrana
plasmatica, gera moléculas tipo detergente e provoca a formacdo de poros
transmembranicos (ORSOLIC, 2011). Estes poros permitem o extravazamento de nutrientes
e conseqiiente lise nas células, alterando a conformacéo das cadeias celulares (ORSOLIC,
2011; DOTIMAS; HIDER, 1987).

Com a hidrélise de fosfolipidios, ocorre também a liberacdo de acido araquiddnico,
dando inicio ao ciclo metabdlico desse acido graxo essencial, que comeca pelo processo de
ativacdo das enzimas cicloxigenase (COX) e lipoxigenase. Estas enzimas séo responsaveis
pela conversdo do acido araquidénico em prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos,
importantes mediadores quimicos da inflamagéo (NAM et al., 2003).

Entretanto, dentre os componentes da apitoxina destaca-se a melitina, peptideo que
representa cerca de 50% do peso seco do veneno, e possui Varias acdes bioldgicas,
farmacologicas e toxicoldgicas, incluindo forte atividade na superficie de membranas
lipidicas celulares atuando de forma hemolisadora (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011;
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FITZGERALD; FLOOD, 2006). A melitina pode ligar-se rapidamente a membranas lipidicas,
adotando a conformagao a-helicoidal anfipatica paralela ou perpendicular ao plano da
membrana. A configuracdo paralela é inativa, enquanto a perpendicular € embutida na
membrana e necesséria para a formacao de poros (BOGAART et al., 2008). Deste modo, a
superficie hidrofébica da melitina liga-se a membrana causando seu enfraquecimento e
consequente afinamento e destruicdo celular, causando a formacdo de poros, fusdo e
vesiculacdo (ORSOLIC, 2011). Adicionalmente, ao interromper as membranas celulares, a
melitina libera aminas biogénicas e potassio, sendo também responsavel pela liberacdo de
histaminas, o qual é considerado agente responsavel pelo mecanismo de dor local
(FITZGERALD; FLOOD, 2006).

Em estudo realizado por Moon et al. (2007), foi identificado que a apitoxina e a
melitina possuem potente efeito supressor sobre respostas pro-inflamatérias. A apitoxina
exerceu efeito antiinflamatorio por suprimir a transcricdo génica da cicloxigenase e citocinas
pré-inflamatdrias, tais como a interleucina (IL)-1B, IL-6 e TNF-a. Adicionalmente, Nam et al.
(2003), também identificaram que o veneno de abelhas atua sobre o processo anti-
inflamatorio por meio da inibicdo da expressdo de COX-2 e do blogueio de citocinas pré-
inflamatodrias. Igualmente, a adolapina, peptideo que compde o0 peso seco do veneno, inibe
a sintese de prostaglandinas por meio da inibicdo da atividade da ciclooxigenase (CHEN;
LARIVIERE, 2010)

Uma vez difundido no tecido celular, outros componentes de importante relevancia
do veneno de abelhas Apis mellifera, também passam interagir, como a apamina, um
peptideo que apresenta um modo de acdo altamente especifico devido a forte influéncia
sobre as membranas poOs-sinapticas do sistema nervoso central e periférico. Em doses
muito pequenas estimula o SNC e em doses elevados torna-se neurotéxico (ORSOLIC,
2011; FITZGERALD; FLOOD, 2006). Com 10 aminoacidos, a apamina impede a
despolarizacdo e blogueia os canais de potassio ativados pelo fon célcio (Ca2") na
membrana, impedindo a ac&o fisioldgica da adrenalina de abrir este canal (ORSOLIC, 2011;
ZHOU et al., 2010).

Com estrutura similar a apamina, o peptideo MCD é constituido de 22 residuos de
aminoéacidos (ORSOLIC, 2011; CHEN; LARIVIERE, 2010) e difere-se da melitina por
apresentar 2 pontes dissulfidicas (HABERMANN, 1972). Segundo Fitzgerald e Flood (2006)
e Dotimas e Hider (1987), o peptideo MCD € capaz de degranular mastécitos mesmo em
baixas concentracdes. A atividade antiinflamatéria da apitoxina também decorre da acéo
deste componente, que gera bloqueio do &cido araquiddnico (ORSOLIC, 2011;
FITZGERALD; FLOOD, 2006).
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1.9.2 Efeitos da apitoxina no Sistema Nervoso Central

A exploracdo da apitoxina no meio cientifico tem evidenciado diversas propriedades
deste produto (LEE et al., 2012; ORSOLIC, 2011; HAN et al., 2011; KIM et al., 2011a; LEE
et al., 2010a; YUN; SUN, 2010; PARK et al., 2010, CHEN; LARIVIERE, 2010; SON et al.,
2007; HIDER, 1988; ZURIER et al., 1973). No que se refere a sua acdo no Sistema Nervoso
Central (SNC), estudos apontam potencial efeito neuroprotetor do veneno de abelhas sobre
determinadas doencas como a esclerose lateral amiotrofica (ELA) (YANG et al.,, 2011;
YANG et al., 2010), a doenga de Alzheimer (SUN et al., 2004) e a doenga de Parkinson
(YOON et al., 2013; LEE et al., 2012; CHUNG et al., 2012; KIM et al., 2011a,b; DOO et al.,
2010).

Alguns ensaios clinicos sugeriram que a apitoxina pode ser empregada no
tratamento de doencas neurodegenerativas, como a esclerose multipla (NAMAKA et al.,
2008; CASTRO et al., 2005), considerada uma doenga crbnica, auto-imune e progressiva. A
etiologia desta enfermidade é desconhecida, mas apresenta a susceptibilidade individual
como um dos possiveis fatores desencadeantes. Na esclerose multipla, uma deficiéncia no
sistema imunolégico do individuo faz com que ele desenvolva anticorpos capazes de agredir
a mielina do SNC, deste modo, o déficit funcional decorre das anormalidades de conducédo
(MIRSHAFIEY, 2007). Em ambos estudos (NAMAKA et al., 2008; CASTRO et al., 2005), os
autores sugerem pesquisas adicionais, para ratificar o0 mecanismo positivo de ag¢do da
apitoxina sobre a fisiopatologia da doenga e chamam atencdo para os possiveis riscos de
reacOes alérgicas ao veneno.

Pesquisas contemporaneas demonstraram que a administragdo de apitoxina, e do
seu principal componente, melitina, na fase de progressédo da ELA também gerou resultados
importantes (YANG et al., 2011; YANG et al., 2010). A neuroinflamag&o € uma caracteristica
patolégica presente em pacientes com ELA. Como mediadores criticos da inflamacéo, a
microglia ativada e niveis elevados do fator-alfa de necrose tumoral (TNF-a) sdo detectados
no SNC e a doenca caracteriza-se pela degeneracdo de neurbnios motores superiores e
inferiores do cortex motor, tronco encefalico e coluna espinhal, cujos principais sintomas
consistem em fraqueza muscular, atrofia, espasticidade e paralisia de musculos voluntarios
(LEE et al., 2012; YANG et al., 2011; YANG et al., 2010). Estima-se que a excitotoxicidade
por glutamato esteja envolvida na etiologia desta doenca, e segundo Lee et al. (2012), a
apitoxina diminui esta toxicidade mediante doencas neurodegenerativas, reduzindo a morte
neuronal.

Neste contexto, Yang et al. (2010) identificaram que a injecdo subcutanea de 0,1ug/g

do veneno de abelha em camundongos transgénicos na fase sintomatica de progressao da
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doenca, gerou aumento de 18% na taxa de sobrevivéncia destes animais em comparagao
ao grupo controle e provocou aumento da atividade motora, devido ao efeito neuroprotetor
fornecido pelos niveis reduzidos de citocinas, indicando que a apitoxina agiu
terapeuticamente contra o inicio da disfuncdo motora e contra a progressdo da ELA nos
animais. Assim, os autores concluiram que o tratamento com apitoxina reduziu a ativacao
das células microgliais, suprimiu a neuroinflamacdo induzida pela morte de neurbnios
motores e impediu a ruptura mitocondrial.

Por conseguinte, com o objetivo de determinar se somente a melitina poderia
suprimir a perda de neurénios motores e a configuragdo anormal de proteinas em modelos
animais de ELA, Yang et al. (2011), injetaram 0,1 ug/ g deste peptideo, via subcutanea, em
camundongos transgénicos e como resultado evidenciaram que, apesar de ndo aumentar o
tempo de vida das cobaias, a melitina foi suficiente para melhorar a atividade motora destes
animais, retardou os sintomas patolégicos em uma semana e reduziu eventos
neuroinflamatdérios no tronco encefalico e coluna espinhal, além de restaurar um aumento de
50% na atividade proteossdmica no tronco encefélico e 40% de aumento na coluna lombar.
Os resultados deste estudo sugerem uma potencial ligacdo funcional entre a melitina e a
inibicdo da neuroinflamagdo em modelo animal de ELA, com implicagbes importantes para o
tratamento de outras doencas no SNC.

Outra enfermidade neurol6gica abordada recentemente é a DP. Em pesquisa
realizada por Chung et al. (2012), os autores identificaram que a apitoxina promoveu a
sobrevivéncia de neurbnios dopaminérgicos (DA) em modelo de Parkinson induzido por
MPTP. Adicionalmente, em modelo animal da doenca induzido por esta mesma neurotoxina,
Kim et al. (2011a), evidenciaram que a injecdo subcutdnea com 1,2 mg/Kg de apitoxina
pode atenuar a ativacdo da resposta da micréglia, atuando com possivel efeito neuroprotetor
da DP. Neste estudo, camundongos tratados com apitoxina apresentaram melhora nas
percentagens de sobrevivéncia das células TH + para 70% no 1° dia e 78% no 3° dia, em
comparagdo com camundongos normais. A apitoxina também resultou na reducdo da
expressao de marcadores de inflamacéo do antigeno de macréfagos complexo-1 (MAC-1) e
sintase de oOxido nitrico (INOS) na substancia negra pars compacta, sugerindo potencial
inibicdo de eventos neuroinflamatorios induzidos por MPTP.

Segundo Chung et al. (2012) e Kim et al. (2011a), o possivel mecanismo pelo qual a
apitoxina reduziu a perda celular dopaminérgica, decorre de interacdes com vias de
citocinas pro-inflamatérias. Do mesmo modo, Son et al. (2007) e Park et al. (2004),
demonstraram que a apitoxina inibe a expressao de genes inflamatérios como a COX-2 e
também a geracdo de TNF-q, IL-1, IL-6, INOS e ERO mediante condic¢des inflamatérias.

O veneno de abelha também foi evidenciado como um possivel método preventivo

potencial para a DP por meio da acupuntura, de acordo com Doo et al. (2010). Apos duas
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semanas de tratamento com injecdes subcutdneas com 0,02 mL de apitoxina, 0s
camundongos foram intoxicados com 20 mg/ Kg, via intra peritoneal, de 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). O estudo mostrou que a acupuntura com apitoxina previne
a perda de neurdnios dopaminérgicos e fibras dopaminérgicas estriatais induzidas pelo
MPTP em modelo agudo de Parkinson experimental. Mostrou também que a acupuntura
com veneno de abelha pode diminuir as células fosfo-Jun-imunorreativas induzidas por
MPTP na substancia negra, protegendo neurénios dopaminérgicos da toxicidade por MPTP
e melhorando a disfuncdo comportamental, configurando-se como um método preventivo
potencial para a DP. Em concordancia, Yoon et al., (2013) realizaram estudo com
metodologia analoga e complementaram a pesquisa com analise imunohistoquimica e por
espectroscopia de ressonéncia magnética e ratificaram o possivel efeito neuroprotetor da
apitoxina a partir de alteragdes no complexo glutamato/ creatina dos grupos avaliados.

Nesta perspectiva, Cho et al. (2012) realizaram estudo piloto em humanos
associando a apitoxina com a acupuntura a fim de explorar a eficicia desta técnica, isolada
e com veneno de abelhas, como terapia adjuvante para doenca de Parkinson idiopatica.
Todos os 43 adultos envolvidos na pesquisa haviam feito uso de medicamento
antiparkinsoniano por pelo menos um més. Como resultado, o grupo tratado com
acupuntura com veneno de abelhas mostrou melhora significativa na pontuagéo total da
Escala Unificada de Avaliacdo da Doenca de Parkinson (UPDRS), bem como nos quesitos
de atividades de vida diaria e exame motor, e na escala de equilibrio de Berg, enquanto os
participantes que receberam apenas o tratamento com acupuntura isolada apresentaram
melhoras significativas na pontuacdo total da UPDRS com énfase somente no quesito
exame motor, e na escala de depressdo de Beck e os controles ndo apresentaram nenhuma
mudanca significativa ap0s as oito semanas de tratamento.

No estudo, a acupuntura e a acupuntura com veneno de abelhas mostraram
resultados promissores como terapias adjuvantes para a doenca de Parkinson, com
destaque para o segundo grupo (CHO et al., 2012). Deste modo, € possivel notar a
efetividade da apitoxina como um potente recurso para o tratamento de diversas
enfermidades, sobretudo as que acometem o SNC, desempenhando possivel efeito

neuroprotetor.
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RESUMO

A apitoxina é o veneno produzido pelas abelhas. No que se refere a sua acao sobre
o Sistema Nervoso Central, estudos tém apontado potencial efeito neuroprotetor desta
substancia sobre diversas doencas. Este trabalho teve como objetivo analisar os efeitos
farmacoldgicos da apitoxina sobre o sistema nervoso central, por meio de testes de
comportamento, com particular énfase para o sistema dopaminérgico. Para tanto, 35
camundongos foram divididos em sete grupos: salina; apitoxina (0,1 mg/Kg); apitoxina (1,2
mg/Kg); haloperidol; haloperidol/apitoxina 0,1 mg/Kg; haloperidol/apitoxina 1,2 mg/Kg e
diazepam. Foram realizados os testes de catalepsia, campo aberto, estereotipia induzida por
apomorfina e labirinto em cruz elevado. A administracdo aguda de apitoxina induziu
atividade cataléptica apenas quando administrada a dose de 1,2 mg/kg, efeito este
semelhante ao do haloperidol (p = 0,04). O grupo haloperidol/apitoxina 1,2 mg/kg
apresentou menor tempo de catalepsia em relacdo aos grupos que receberam apenas
apitoxina (1,2 mg/kg) (p = 0,09) ou haloperidol (p = 0,05). Em contrapartida, a menor dose
de apitoxina (0,1 mg/kg) nd&o mostrou modificacdo significativa quando associada ao
tratamento com haloperidol (p = 0,07). No teste de campo aberto, os grupo haloperidol e
apitoxina (1,2 mg/kg) promoveram reducéo significativa das exploragdes horizontais (ambos
com p < 0,0001). Esta mesma dose de apitoxina induziu diminuicdo em relagdo aos demais
grupos (p < 0,0001), & exce¢édo do grupo tratado com haloperidol (p = 0,90). O efeito da
administracdo de apitoxina na dose 1,2 mg/kg foi modificado quando precedido do
tratamento com haloperidol (p = 0,02). A dose de apitoxina 0,1 mg/kg, ndo promoveu
alteracdes significativas (p = 0,80). Ambas as doses de apitoxina, bem como o tratamento
com haloperidol, mostraram reducéo significativa das exploracdes verticais em relagdo aos
controles (p = 0,001 e p = 0,001) e ao grupo haloperidol/apitoxina 1,2 mg/kg (p = 0,009 e p =
0,007). Ainda, houve aumento significativo do comportamento de autolimpeza no grupo
apitoxina (1,2 mg/kg) em relagcdo ao grupo salina (p = 0,021). No teste de estereotipias
induzidas por apomorfina houve diminuicdo significativa, quando ambas as doses de
apitoxina foram pré-administradas (p = 0,032). A apitoxina nao promoveu efeitos
significativos na avalia¢do do labirinto em cruz elevado (p = 0,25). Em concluséo, a apitoxina
na dose de 1,2 mg/kg reduziu a atividade motora, o grooming, as estereotipias induzidas por
apomorfina e promoveu efeito cataléptico, de maneira analoga ao haloperidol. Estes efeitos
foram diminuidos pelo pré-tratamento com haloperidol, sugerindo a¢do antipsicética da

apitoxina.

Palavras-chave: veneno de abelhas, catalepsia, campo aberto, estereotipias

induzidas por apomorfina.

77



UNIVERSIDADE TIRADENTES
DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE - Camila Gomes Dantas

ABSTRACT

Experimental studies have shown that bee venom may have neuroprotective effects
on some neurological diseases. This work aimed to examine the pharmacological effects of
bee venom on the central nervous system, with particular emphasis on the dopaminergic
transmission. For this purpose, 35 mice were divided into seven groups: saline; apitoxin (0.1
mg/kg), bee venom (1.2 mg/kg), haloperidol, haloperidol/apitoxin 0.1 mg/kg;
haloperidol/apitoxin 1.2 mg/kg and diazepam. They were performed the tests of catalepsy,
open field, apomorphine-induced stereotypy and elevated plus maze. Acute administration of
bee venom (1.2 mg/kg) induced catalepsy, this effect been similar to haloperidol (p = 0.04).
When administered together, haloperidol/apitoxin 1.2 mg/kg resulted in decreased catalepsy
from apitoxin (1.2 mg / kg) (p = 0.09) or haloperidol (p = 0.05) alone. In contrast, bee venom
at lower dose (0.1 mg/kg) did not induced catalepsy or produced significant change when
associated with haloperidol treatment (p = 0.07). Also, both haloperidol and bee venom (1.2
mg/kg) caused significant reduction in crossings in the open field when compared to other
treatments (p <0.0001) and the effect of bee venom was modified by the pre-treatment with
haloperidol. The dose of 0.1 mg/kg did not promote significant changes (p = 0.80). Both
doses of bee venom and the treatment with haloperidol induced significant reduction of
rearing behavior when compared to controls (p = 0.001 and p = 0.001) and the group
haloperidol/apitoxin 1.2 mg/kg (p = 0.009 and p = 0.007). Still, there was a significant
increase in the grooming behavior from bee venom (1.2 mg/kg) to the saline group (p =
0.021). Both doses of apitoxin promoted a significant decrease in the apomorphine-induced
stereotypies (p = 0.032). Any significant effects were observed in the elevated plus maze test
(p = 0.25), except for diazepam. In conclusion, bee venom in a dose of 1.2 mg/kg reduced
the motor activity, grooming, the stereotypies induced by apomorphine and promoted
cataleptic effect, similar to haloperidol. Also, these effects were reduced by pretreatment with

haloperidol, suggesting antipsychotic action of bee venom.

Keywords: bee venom, catalepsy, open field, apomorphine-induced stereotypy.
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1. INTRODUCAO

A apitoxina € o veneno produzido pelas abelhas do género Apis e consiste numa
mistura complexa de enzimas, peptideos e aminoacidos, além de pequenas quantidades de
carboidratos e lipidios. Dentre os componentes da apitoxina destacam-se a melitina e a
fosfolipase A, que representam juntas cerca de 75% do seu peso seco (SCIANI et al., 2010;
FERREIRA-JUNIOR et al., 2010; HIDER, 1988).

Estudos tém revelado importantes propriedades bioldgicas da apitoxina e seus
componentes, como acgdo anti-inflamatéria (LEE et al., 2010; MOON et al., 2007), anti-
nociceptiva (ROH et al.,, 2006; KIM et al.,, 2003), antiaterogénica (LEE et al., 2010),
cicatrizante (HAN et al.,, 2011), anti-tumoral (ORSOLIC, 2011; SON et al.,, 2007) e
hepatoprotetora (PARK et al., 2010). Adicionalmente, foi demonstrado que o veneno de
abelha ndo apresentou sinais de toxicidade sobre os sistemas nervoso, cardiovascular,
respiratorio ou gastrointestinal de roedores quando administrado por via subcuténea (s.c.)
até a dose de 1mg/kg (KIM et al., 2004).

No que se refere ao Sistema Nervoso Central (SNC), estudos tém apontado
potencial efeito neuroprotetor da apitoxina sobre diversas doencas. Pesquisas experimentais
demonstraram que acupuntura associada a administracéo de 0,1 pg/g apitoxina (YANG et
al., 2010) e da melitina (YANG et al.,, 2011), na fase de progressdo da esclerose lateral
amiotrofica reduziu a ativag@o das células microgliais, suprimiu a neuroinflamacao, diminuiu
a morte de neurdnios motores, impediu 0 dano mitocondrial e gerou aumento na taxa de
sobrevivéncia dos animais.

Em modelo experimental da doenca de Parkinson (DP) pela aplicacdo de 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), a apitoxina aplicada nas doses de 1 (i.p.) — 1,2 mg/kg
(s.c.) aumentou a sobrevivéncia de neurdnios dopaminérgicos (CHUNG et al., 2012) e
também resultou na reducdo da expressdo de marcadores de neuroinflamacdo na
substancia negra compacta (KIM et al., 2011a). Quando associada a acupuntura (0,02 mL;
s.c.), a apitoxina melhorou a disfuncdo comportamental, preveniu a perda de neurbnios e
fibras estriatais dopaminérgicas e diminuiu a expressao de células fosfo-Jun-reativas na
substancia negra, mostrando acao neuroprotetora frente a toxicidade causada MPTP in vivo
(DOO et al., 2010). Em humanos, a associacao da apitoxina com a acupuntura (0,005 mL)
gerou resultados promissores, com melhora significativa na pontuacdo total da Escala
Unificada de Avaliacdo da Doenca de Parkinson (UPDRS) e na escala de equilibrio de Berg,
sugerindo potencial aplicabilidade como terapia adjuvante para a DP (CHO et al., 2012).

Estas doencas podem ser mediadas também pela excitotoxicidade glutamatérgica, a

qual foi inibida em cultura de células neuronais e gliais tratadas com apitoxina (LEE et al.,
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2012). Estudo in vitro também revelou agéo neuroprotetora da apitoxina em células SH-SY-
5Y expostas ao MPTP (DOO et al., 2012).

Em adicdo, a apitoxina (0,1 a 10 mg/ml; 20ul; s.c.) induziu ativacdo de neurbnios
catecolaminérgicos no nudcleo arqueado do hipotdlamo de ratos (KWON et al., 2004).
Quando associada a acupuntura em ponto antinociceptivo, foi capaz de reduzir a
hiperatividade resultante da metanfetamina, promovendo aumento na expressao de Fos em
ndcleos dopaminérgicos como acumbens, substancia negra e locus coeruleus (KIM et al.,
2011Db).

Apesar da vasta gama de utilizacbes propostas para a apitoxina, os efeitos
farmacologicos decorrentes de sua administracdo sobre o SNC em condic¢des fisiologicas
sdo pouco abordados. Em adicdo, estudos recentes apontam para uma interagdo deste
composto com complexos sistemas neurais. Assim, a compreensao dos efeitos da apitoxina
sobre condigbes motoras, emocionais e cognitivas pode favorecer o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas para desordens mentais como esquizofrenia, medo e
ansiedade. O objetivo deste estudo consistiu em analisar os efeitos farmacolégicos da
apitoxina sobre o sistema nervoso central, por meio de testes de comportamento, com

particular énfase para o sistema dopaminérgico.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Submisséo do estudo ao Comité de Etica e Pesquisa

O estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Tiradentes,
em 10 de maio de 2011, e aprovado mediante protocolo n°.050511. Todos os procedimentos
ocorreram em conformidade com as normas do COBEA.

2.2 Amostra

A amostra deste estudo foi composta por 35 camundongos suicos, machos,
provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes, com massa corporal aproximada de 25
a 30g. Os animais foram mantidos em gaiolas com cama de maravalha, trocadas
diariamente, mantidos a temperatura controlada de (22°C), em regime de luz com ciclo
claro-escuro de 12 horas e agua ad libitum e dieta padrdo Labina ® (Purina, Sdo Paulo,
Brasil). Os grupos experimentais foram assim definidos: salina (0,9%, 40 ul, s.c.), apitoxina
(0,1 mg/Kg, s.c.), apitoxina (1,2 mg/Kg, s.c.), haloperidol (0,2 mg/Kg; i.p.), haloperidol/
apitoxina 0,1 mg/Kg, haloperidol/ apitoxina 1,2 mg/Kg e diazepam (1 mg/Kg; i.p.), com n =5

animais por grupo, conforme quadro 1.

Quadro 1: Classificagdo da amostra.

Grupo (n=5) Tratamento subcutaneo
Gl Solucao Salina (0,9%, 40ul)
G2 Apitoxina (0,1 mg/Kg)
G3 Apitoxina (1,2 mg/Kg)
G4 Haloperidol (0,2 mg/Kg)
G5 Haloperidol/ Apitoxina (0,1 mg/Kg)
G6 Haloperidol/ Apitoxina (1,2 mg/Kg)
G7 Diazepam (1mg/Kg)
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2.3 Drogas

Diazepam (1 mg/Kg, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S.A., Sdo Paulo, Brasil),
Apomorfina (20 mg/Kg, Sigma, Sao Paulo, Brasil), Haloperidol (0,2 mg/Kg, Janssen-Cilag
Farmacéutica, Sdo Paulo, Brasil). A apitoxina foi adquirida em maio de 2012, proveniente da

regido de Sao Roque (Sao Paulo, Brasil).

2.4 Desenho experimental

Animais receberam apitoxina diluida em salina (0,9%) nas concentracfes 0,1 mg/Kg
ou 1,2 mg/Kg, de acordo com 0 grupo a que pertenciam. Controles receberam solugéo
salina (0,9%, 40ul). Nos grupos que receberam haloperidol e apitoxina, primeiro foi injetado
o haloperidol (i.p.) e apds 30 minutos injetou-se a apitoxina (s.c.). Foram realizados os
testes de catalepsia, campo aberto, estereotipias induzidas por apomorfina e labirinto em
cruz elevado, respeitando-se o tempo de 30 minutos para o inicio das avaliagfes, exceto
para o teste de estereotipias induzidas por apomorfina, que teve inicio logo apos a aplicacao

da apomorfina. Todos os testes foram registrados em video para posterior quantificagéo.

2.4.1 Teste de catalepsia:

O teste de catalepsia € caracterizado pela imobilidade do animal ou pela dificuldade
do mesmo em corrigir posturas impostas (SANBERG et al., 1988), sintomas semelhantes a
catatonia. Neste teste cada camundongo foi colocado com ambas as patas anteriores sobre
uma barra horizontal (diametro de 0,5 cm), elevada 4,5 cm do solo. O tempo em segundos,
durante o qual o animal permaneceu nesta posic¢ao foi registrado em video, até um tempo
méximo de 300 segundos, de modo que foram permitidas trés tentativas de colocacéo do
animal em posicao cataléptica. O teste de catalepsia foi considerado finalizado quando as
patas anteriores tocaram o solo ou quando o animal subiu na barra. Participaram deste teste
0s grupos: salina/ salina, salina/ apitoxina (0,1 mg/Kg), salina/ apitoxina (1,2 mg/Kg),

haloperidol/ apitoxina 0,1 mg/Kg, haloperidol/ apitoxina 1,2 mg/Kg e haloperidol/ salina.

2.4.2 Teste do campo aberto:

O teste de campo aberto pode ser utilizado para avaliacdo da atividade motora e do
estado emocional dos animais (WHIMBEY; DENENBERG, 1967) por meio da andlise de
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comportamentos expressados ao se colocar um animal em espaco aberto novo, onde a fuga
do mesmo é evitada pelas paredes que o circundam. Os parametros avaliados foram: (1) a
freqiéncia dos comportamentos de exploracdo horizontal (numero de quadrantes
percorridos pelo animal com as quatro patas - crossings), (2) exploracdo vertical
(manutencdo do animal apenas sobre as patas posteriores - rearing), (3) numero de bolos
fecais expelidos e (4) comportamentos de autolimpeza (grooming) executados.

O equipamento de madeira, recoberto de férmica na cor branca, consiste num
quadrilatero com 4830,25 cm? de area e paredes com 34,5 cm de altura, cuja base é
subdividida em dezesseis quadrantes. Entre o teste de um animal e outro, o equipamento foi
limpo com alcool 20% para evitar a influéncia do cheiro de outros animais. Cada teste teve
duracéo de cinco minutos. Participaram deste teste os grupos: salina, apitoxina (0,1 mg/Kg),
apitoxina (1,2 mg/Kg), haloperidol/ apitoxina 0,1 mg/Kg, haloperidol/ apitoxina 1,2 mg/Kg e

haloperidol.

2.4.3 Estereotipias induzidas por apomorfina

O comportamento estereotipado foi quantificado através da escala de escores
proposta por Setler et al. (1976), que atribui valores crescentes aos parametros
comportamentais exibidos pelos animais ap0s a aplicagdo de apomorfina. Cada animal foi
observado durante 10 segundos, a intervalos de 10 minutos, durante 60 minutos
consecutivos, medidos a partir da administracdo do agonista dopaminérgico para atribuicédo
dos escores. Participaram deste teste os grupos: salina, apitoxina (0,1 mg/Kg) e apitoxina
(1,2 mg/Kg), que receberam apomorfina (20 mg/Kg; i.p.) 30 minutos apos a administracéo

de salina ou apitoxina, de acordo com o grupo a que pertenciam.

2.4.4 Labirinto em cruz elevado

O teste de labirinto em cruz elevado € utilizado para avaliar condigcbes de medo e
ansiedade. O aparato possui uma base que o eleva a 45 cm de altura do solo. E constituido
por dois bracos abertos (50 x 10 cm) e dois bragos fechados do mesmo tamanho, com
paredes de 40 cm de altura e descobertos na parte superior. Neste teste, o animal é
colocado no centro do labirinto em cruz elevado com a face voltada para o braco aberto. Foi
analisado o niumero de entradas e tempo de permanéncia do animal nos bracos abertos e
fechados (PELLOW et al., 1985) durante 5 minutos. Participaram do teste os grupos: salina,

apitoxina (0,1 mg/Kg), apitoxina (1,2 mg/Kg) e diazepam (1 mg/Kg; i.p.).
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2.5 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram previamente submetidos ao teste de Kolmogorov e
Smirnov para avaliacdo da normalidade de dados. Considerando que as amostras
apresentaram distribuicdo Gaussiana, os resultados dos testes comportamentais foram
submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do poOs-teste de Tukey para
comparacgdes entre os tratamentos.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os graus de
liberdade foram expressos por F e os valores foram considerados significativos quando P <

0,05. Para tanto foi utilizado o programa SPSS verséo 19.0.

3. RESULTADOS

3.1 Teste de catalepsia

A andlise estatistica revelou interacao significativa entre os tratamentos (F4,68=6,61;
P =0,0002; ANOVA), conforme pode ser observado na tabela 1.

Tabela 1: Efeitos da apitoxina no teste de catalepsia em camundongos.

Tratamento Dose Catalepsia Valor de p
(s.c.) (mg/Kg) (s) (Tukey)
Salina 0.0
Apitoxina 0,1 2,53+0,59 -
Apitoxina 1,2 87,72 + 20,64 0,04a
0,05b
Haloperidol 0,2 75,75 + 28,84 0,04a
0,05b
Haloperidol/Apitoxina 0,1 92,58 + 16,69 0,007a
0,04b
Haloperidol/Apitoxina 1,2 3,33+0,59 ---

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média. “a” indica valor de p
em comparagado com o grupo apitoxina (0,1 mg/kg) e “b” indica valor de p em comparagéo
com o grupo apitoxina (1,2 mg/kg/haloperidol). [n = 5-8 por grupo; andlise de variancia de
uma via (ANOVA) seguido do poés-teste de Tukey].

84



UNIVERSIDADE TIRADENTES
DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE - Camila Gomes Dantas

O pébs-teste mostrou que a administracdo aguda de apitoxina induziu atividade
cataléptica apenas quando administrada a maior dose (1,2 mg/kg; p = 0,04 em relagdo ao
grupo apitoxina 0,1 mg/kg), sendo este efeito semelhante ao do haloperidol (p = 0,04 em
relacdo ao grupo apitoxina 0,1 mg/kg). Adicionalmente, quando administrados em conjunto
(haloperidol + apitoxina 1,2 mg/kg), ocorreu diminuicdo do tempo de catalepsia em relagcéo
aos grupos que receberam apenas apitoxina 1,2 mg/kg (p = 0,09) ou haloperidol (p = 0,05).

Em contraste, a menor dose de apitoxina (0,1 mg/kg) ndo mostrou modificacdo
significativa quando associada ao tratamento com haloperidol (p = 0,07 guando comparados
apitoxina 0,1 mg/kg + haloperidol versus haloperidol), e apresentou 0s menores valores em
relacdo ao tempo de permanéncia na barra, diferindo significativamente dos demais grupos
(p = 0,007 em relagéo ao tratamento apitoxina 0,1 mg/kg + haloperidol e p = 0,04 em relag&o
ao grupo apitoxina 1,2 mg/kg + haloperidol).

Os animais que receberam solucdo salina ndo permaneceram na barra e dessa

forma nado foram considerados para analise estatistica (valores iguais a zero).

3.2 Teste de campo aberto

A administracdo de apitoxina na dose de 1,2 mg/kg promoveu reducdo significativa
no numero de exploragbes horizontais, 0 mesmo ocorrendo apos a administracdo de
haloperidol (ambos com p < 0,0001 quando comparados com salina). Esta mesma dose
induziu diminuicdo em relagdo aos demais grupos (p < 0,0001 quando comparado ao grupo
apitoxina 0,1 mg/kg e p = 0,001 em relagdo ao grupo apitoxina 0,1 mg/kg + haloperidol), a
excecdo do grupo tratado com haloperidol (p = 0,90) e, adicionalmente, o efeito da
administracdo de apitoxina na dose 1,2 mg/kg foi modificado quando precedido do
tratamento com haloperidol (p = 0,02 entre apitoxina 1,2 mg/kg e apitoxina 1,2 mg/kg +
haloperidol). Os dados podem ser observados na Figura 1A (ANOVA, F5,28 = 12,32; p <
0,0001).

A dose de apitoxina 0,1 mg/kg, ndo promoveu alteracdes significativas em relacdo
aos grupos tratados com salina (p = 0,80) ou apitoxina 1,2 mg/kg + haloperidol (p = 0,63).
Também nao foram observadas modificacdes pelo pré-tratamento com haloperidol (p = 1,00
guando comparado com apitoxina 0,1 mg/kg + haloperidol).

Quando analisadas as exploragfes verticais (F5,28 = 9,93; p < 0,0001, ANOVA),
ambas as doses de apitoxina bem como o tratamento com haloperidol mostraram reducéo
significativa em relacdo aos controles (p = 0,001 e p = 0,001) e ao grupo tratado com
haloperidol + apitoxina 1,2 mg/kg (p = 0,009 e p = 0,007, respectivamente, para as doses de

0,1 e 1,2 mg/kg; Figura 1B). Ainda, houve aumento significativo do comportamento de
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autolimpeza no grupo apitoxina 1,2 mg/kg em relagdo ao grupo salina (F5,28 = 3,33; p =
0,021: ANOVA; p = 0,014: Tukey).
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Figura 1: Efeitos da apitoxina e do haloperidol no teste de campo aberto no que se refere
aos comportamentos de exploracdo horizontal (A) e exploracdo vertical (B). O teste foi
realizado 30 min apos injecdo subcutanea (s.c.) de apitoxina (0,1 e 1,2 mg/kg), salina (40 ul)
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ou haloperidol (0,2 mg/kg). Ambos, apitoxina e haloperidol, promoveram redugéo do numero
de exploracBes horizontais e verticais, e 0 pré-tratamento com haloperidol modificou os
efeitos da apitoxina (1,2 mg/kg). As barras representam as médias + erro padrao da média
dos comportamentos, que foram expressos em 5 min. #: diferenca significativa em relacdo
aos outros grupos, exceto haloperidol [p < 0,0001 comparado com salina e apitoxina (0,1
mg/kg), p = 0,001 comparado com apitoxina (0,1 mg/kg/haloperidol), e p = 0,018 comparado
a apitoxina (1,2 mg/kg/haloperidol)]. +: diferenca significativa em relagdo aos outros grupos e
apitoxina (1,2 mg/kg) + haloperidol [p = 0,001 comparado com salina; p = 0,014 comparado
a apitoxina (0,1 mg/kg), e p = 0,019 comparado a apitoxina (1,2 mg/kg/haloperidol)]. * Indica
diferenca significativa quando comparado com todos 0s outros grupos. Analise de variancia
de uma via (ANOVA) seguido do pés-teste de Tukey, n = 5).

3.3 Avaliagéo das estereotipias induzidas por apomorfina

Os resultados obtidos evidenciaram diminuigdo significativa nas estereotipias
induzidas por apomorfina, quando ambas as doses de apitoxina foram pré-administradas
(F2,23 = 4,12; p = 0,032: ANOVA seguida do pos-teste de Tukey). No entanto, ndo foram
observados efeitos dose dependentes (p = 0,82). Os resultados podem ser observados na
Figura 2.
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Figura 2: Tratamento agudo com apitoxina [0,1 mg/kg (preto) e 1,2 mg/kg (cinza)] na
reducdo do comportamento de estereotipias induzidas por apomorfina em camundongos.
Apitoxina ou salina (40 pl, coluna branca) foi administrada 30 min antes da apomorfina (20
mg/kg, s.c.), e as medidas foram feitas por 10 s em intervalos de 10 min durante 60 min. Os
resultados foram expressos como media + erro padrédo da média no tempo de 10 s. * indica
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as diferencas em relacéo ao grupo salina (ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey,
n = 4-5).

3.4 Teste de labirinto em cruz elevado

O tratamento agudo com apitoxina ndo promoveu efeitos significativos na avaliacao
de atividade ansiolitica no labirinto em cruz elevado (Tabela 2). Ndo foram observadas
modificacbes no tempo de permanéncia nos bracos abertos (F3,37 = 1,44; p = 0,25:
ANOVA) entre o0s grupos. Apenas a administragdo de diazepam aumentou
significativamente o nimero de entradas nos bracos abertos (F3,32 = 9,47; p = 0,005:
ANOVA de uma via seguida do pés-teste de Tukey).

Tabela 2: Efeitos da apitoxina no teste de labirinto em cruz elevado em camundongos.

Tratamento Doses NUumero médio de Tempo médio
(mg/KQ) entradas nos gasto nos bragos
bracos abertos abertos
(5 min) (s)

Salina 52+1,11 93,5+12,8
Apitoxina 0,1 91+1,6 118,5+ 16,3
Apitoxina 1,2 44+ 1,0 110,0 + 23,6
Diazepam 1,0 11,1 +£1,3* 136,3+ 13,4

(*) p < 0,05 em relacdo ao tratamento com salina [40 pul, subcutaneo (s.c.)]. ANOVA One-
way seguido do pos-teste de Tukey (n = 5-10).

4. DISCUSSAO

Avaliacdo comportamental tem sido utilizada para verificar o efeito de drogas e
farmacos, incluindo produtos naturais, sobre o0 sistema nervoso central. Até o0 momento, 0s
trabalhos na literatura investigaram os efeitos da apitoxina sobre os comportamentos
relacionados a dor e inflamacao (MERLO et al., 2011; ROH et al., 2006) e na prevencao de
vicio induzido por anfetamina (KWON et al., 2010), além de um possivel efeito neuroprotetor
(LEE et al., 2012; CHUNG et al., 2012; YANG et al., 2011; KIM et al., 2011a; DOO et al.,
2010; YANG et al., 2010).

Os resultados dos testes comportamentais neste trabalho mostraram que a apitoxina
induziu catalepsia em roedores, diminuiu as estereotipias induzidas por apomorfina e alterou

parametros associados a atividade motora no teste de campo aberto. Estes efeitos foram
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similares as acdes descritas para o neuroléptico haloperidol e, em adicdo, houve interagcédo
quando do tratamento conjunto com apitoxina e haloperidol.

Observou-se que a maior dose de apitoxina (1,2 mg/kg) induziu catalepsia trinta
minutos apos a aplicacdo aguda. A catalepsia, definida como uma postura imposta em
roedores, é relacionada a ocupacgao de receptores dopaminérgicos no estriado, sendo que a
catalepsia induzida pelo haloperidol é caracterizada pela ocupacdo de receptores D2
(SANBERG, 1980). Quando os tratamentos foram associados, o tempo de permanéncia ha
barra foi significativamente reduzido, o que pode sugerir que tenha ocorrido ocupacéo
destes receptores dopaminérgicos pela apitoxina, de maneira competitiva com o haloperidol.

Pelo menos dois componentes presentes na apitoxina tém sido relacionados a
transmissdo dopaminérgica, a melitina e a apamina. Keith et al. (2011) demonstraram,
utilizando cultura de células transfectadas com cDNA para expressdo recombinante de
transportador de dopamina (DAT) e também do receptor dopaminérgico D2, que a melitina
diminuiu a captacdo de dopamina agindo diretamente no DAT e também inibiu a ligacdo do
receptor D2 com antagonista [*H]spiperone . Este ultimo dado é coerente com o achado
comportamental do presente trabalho em que a administracdo de apitoxina e haloperidol
resultou na reversado do efeito cataléptico e pode indicar que principios ativos da apitoxina
possam mediar a catalepsia induzida pela ocupacgao dos receptores D2 pré-sinapticos.

Outro peptideo presente no veneno, a apamina, atua como bloqueador de canais de
K+ ativados por Ca++ e pode causar o aumento da atividade de neur6nios dopaminérgicos,
gue normalmente seriam hiperpolarizados por aumento da condutancia ao K+ via receptores
D2 (VANDECASTEELE et al., 2011). Steketee e Kalivas (1990) realizaram a microinjecédo de
apamina diretamente no nlcleo acumbens de ratos e observaram aumento da atividade
motora e dos niveis cerebrais de dopamina e seus metabdlitos, apds o tratamento agudo. O
efeito comportamental foi distinto do observado no teste de campo aberto no presente
trabalho em que a administracdo subcutanea resultou em diminuicdo da atividade motora,
mas vale ressaltar que os autores também observaram reversdo pelo pré-tratamento com
haloperidol. Ainda, cabe considerar que o efeito de um componente isolado pode ser distinto
da acdo conjugada promovida por diversos principios ativos quando administrada apitoxina.
A propria dopamina pode ser encontrada entre os componentes do veneno de abelhas
(SCIANI et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010; HIDER, 1988).

Em estudo realizado por Kim et al. (2004), fragdes minimas (0,2 pg/Kg e 3 ug/Kg) de
apitoxina, injetadas via subcuténea, com diferentes pesos moleculares, foram testadas em
camundongos e nao produziram alteracbes motoras funcionais ou qualquer efeito
significativo sobre o sistema nervoso central. Em contrapartida, de acordo com os resultados
obtidos no presente trabalho, a apitoxina (1,2 mg/kg) foi capaz de diminuir a locomocgéo, a

exploracdo e o0 grooming no teste de campo aberto. Em adi¢do, os efeitos motores foram
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revertidos pelo pré-tratamento com haloperidol, assim como observado no teste de
catalepsia. Trabalhos anteriores sugerem que o aumento na atividade motora espontanea
no campo aberto possa ser mediado por receptores D2 (ZUO et al.,, 2008), enquanto 0s
receptores D1 estariam envolvidos com o grooming (DRAGO et al., 1999). Dessa forma, os
resultados apontam para uma interagdo da apitoxina com o sistema dopaminérgico e
sugerem que sua acao pode ndo estar restrita aos receptores D2, mas a agdo sinérgica dos
diferentes receptores e respectivas vias de sinalizacao celular.

Em concordancia com esta hipotese, os resultados mostraram reducdo das
estereotipias induzidas por apomorfina apés tratamento agudo com ambas as doses de
apitoxina. As estereotipias resultam da interagdo da apomorfina com receptores
dopaminérgicos (RANDRUP; MUNKVAD, 1974) e o teste é frequentemente utilizado para
avaliar propriedades antipsicéticas de drogas. A atividade antipsicética representaria uma
possibilidade terapéutica inédita para a apitoxina, ja que nao ha relatos na literatura de
interagbes entre a apitoxina ou seus componentes com os efeitos promovidos pela
apomorfina. Neste sentido, os efeitos encontrados nos demais testes foram semelhantes ao
do haloperidol, um neuroléptico classico.

Alguns achados na literatura sugerem que a apamina possa modificar a atividade de
nucleos envolvidos no comportamento afetivo, como I6cus coeruleus (OSMANOVIC et al.,
1990) e que a melitina aumenta os niveis de cortisol em resposta ao estresse (DUNN;
KILLION, 1988). Assim, para investigar um possivel efeito sobre a ansiedade, os
camundongos foram submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos, exceto e como esperado, o efeito do

diazepam em aumentar o nimero de entradas nos bragos abertos.

5. CONCLUSOES

Em concluséo, a administracdo aguda de apitoxina na dose de 1,2 mg/kg reduziu a
atividade motora, o grooming, as estereotipias induzidas por apomorfina e promoveu efeito
cataléptico, de maneira analoga ao haloperidol. Estes efeitos foram diminuidos pelo pré-
tratamento com haloperidol, sugerindo acdo antipsicitica da apitoxina, possivelmente pela
interagdo com receptores dopaminérgicos. No entanto, mais estudos serdo necessérios para
elucidar os mecanismos de acéo, incluindo novos testes comportamentais, por exemplo,

para investigagéo de efeito depressor e das regides cerebrais envolvidas.
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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma enfermidade neurodegenerativa progressiva
caracterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos (DA) na substancia negra compacta
(SNc). Abelhas do género Apis apresentam veneno composto por uma complexa mistura de
enzimas, peptideos e aminoacidos e apresenta efeitos neuroprotetor e antiinflamatdrio,
descritos na literatura. No presente estudo, objetivou-se avaliar o efeito do tratamento com
veneno de abelha, a apitoxina, e seu principal componente, melitina, na progressao da
morte neuronal apés aplicagdo de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), modelo experimental da
DP. Para tanto, camundongos sui¢os, machos, com massa corporal aproximada de 25 a
30g, foram submetidos a cirurgia estereotaxica, onde receberam micro-injecao intra estriatal
da neurotoxina 6-OHDA ou do veiculo. A apitoxina (0,1; 0,6 e 1,2 mg/kg) e a melitina (0,2
mg/kg) foram administradas (s.c.) durante trés semanas consecutivas a cirurgia, uma vez a
cada dois dias. Os animais foram submetidos aos testes de campo aberto (avaliacdo das
exploracdes horizontais, verticais e grooming) e comportamento rotatério 30 dias apos a
lesdo. Os dados foram analisados atraveés do teste andlise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido do pos-teste de Duncan, (p<0,05), sendo considerado variavel o fator
tratamento. No teste campo do aberto, os grupos 6-OHDA/ salina e 6-OHDA/ apitoxina (0,6
mg/Kg) apresentaram diminuicdo significativa nas explora¢gdes horizontais (EH) (p=0,010).
Por outro lado, este efeito foi revertido nos grupos que receberam 6-OHDA/ apitoxina (0,1
mg/ Kg) e 6-OHDA/ melitina. Nas exploracdes verticais (EV), os grupos 6-OHDA/ salina e 6-
OHDA/ apitoxina (0,1 mg/ Kg) apresentaram diminuicdo significativa em relagdo ao grupo
controle (salina/ salina) (p=0,05). No que se refere ao grooming, o grupo 6-OHDA/ apitoxina
(1,2 mg/ Kg) apresentou elevacdo com tendéncia significativa (p=0,06) em relagdo aos
grupos salina/ apitoxina (0,1 mg/ Kg), salina/ apitoxina (1,2 mg/ Kg), 6-OHDA/ salina, 6-
OHDA/ apitoxina (0,1 mg/ Kg) e 6-OHDA/ apitoxina (0,6 mg/ Kg). No teste de
comportamento rotatorio, o grupo 6-OHDA/ salina, realizou média de 70 rota¢gBes, enquanto
0 grupo 6-OHDA/ apitoxina (0,1 mg/ Kg), teve o nimero de giros reduzido a zero. Animais
que receberam 6-OHDA/ melitina, apresentaram média de 348 rotacBes. Os resultados
sugerem, portanto, efeito neuroprotetor da apitoxina no modelo experimental da DP e

possivel toxicidade da melitina quando administrada de forma isolada.

Palavras-chave: doenca de Parkinson; Apis mellifera e melitina.
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ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by the
progressive loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta. Apitoxin,
the bee venom from Apis mellifera is composed by a complex mixture of enzymes, peptides
and amino acids and presents anti-inflammatory and neuroprotective effects. The aim of the
present study was to evaluate the effects of the apitoxin, and its main compound, melitin, in
the neuronal loss after the injection of 6-hidroxydopamine (6-OHDA), an experimental model
of PD. Male swiss mice, weighting 25 g to 30 g, were subjected to stereotaxic surgery, and
received an intrastriatal 6-OHDA or vehicle microinjection. Apitoxin (0.1; 0.6 and 1.2 mg/kg)
or melitin (0.2 mg/Kg) were administered (s.c.) every other day over three consecutive weeks
after surgery. The open field (crossing, rearing and grooming) and rotational behavior tests
were performed 30 days after the lesion. Data were analyzed by one way ANOVA, followed
by Duncan’s post-test, (p<0.05), factor being treatment. Evaluation of the open field test,
revealed that the 6-OHDA/ vehicle and 6-OHDA/ apitoxin (0.6 mg/Kg) groups showed
significant decrease in crossings (p=0,010). On the other hand, this effect was reversed in
the 6-OHDA/ apitoxin (0.1 mg/Kg) and 6-OHDA/ melitin groups. Significant decrease in
rearing was observed in the 6-OHDA/ vehicle and 6-OHDA/ apitoxin (0.1 mg/Kg) relative to
the control group (saline/ vehicle) (p=0.05). The mean of grooming behavior was greater in,
the group 6-OHDA/ apitoxin (1.2 mg/Kg) (p=0.06) from groups saline/ apitoxin (0.1 mg/Kg),
saline/ apitoxin (1.2 mg/Kg), 6-OHDA/ vehicle, 6-OHDA/ apitoxin (0.1 mg/Kg) and 6-OHDA/
apitoxin (0.6 mg/Kg). The group 6-OHDA/ vehicle, presented a mean of 70 rotations, while
the 6-OHDA/ apitoxin (0.1 mg/Kg) group did not performed rotations. Animals receiving 6-
OHDA/ melitin, showed an average of 348 rotations. The results suggest, therefore,
neuroprotective effect of apitoxin in the experimental model of PD and a possible toxicity of

melittin when administered alone.

Keywords: Parkinson’s disease; Apis mellifera and melitin.
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1. INTRODUCAO

Considerada uma doenca neurodegenerativa progressiva e incapacitante (CHUNG et
al., 2012; MILLER et al., 2009; GALTER, 2008) e identificada como a segunda mais
freqliente depois da doenca de Alzheimer (WIRDEFELDT et al., 2011; MUANGPAISAN et
al., 2011; SHAPIRA et al., 2009; LAU; BRETELER, 2006), a doenca de Parkinson (DP) é
caracterizada pela perda continua e expressiva (maior que 80%) de neurdnios
dopaminérgicos (DA) na parte compacta da substancia negra, implicando na reducédo de
dopamina na via nigro-estriatal (CHUNG et al., 2012; WICHMANN; DOSTROVSKY, 2011;
WIRDEFELDT et al.,, 2011; YOKOYAMA et al.,, 2011; RIZELIO et al., 2010; LANE;
DUNNETT, 2008; LEW, 2007; DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS et al., 2002). A
sintomatologia classica consiste em tremor, rigidez muscular, instabilidade postural
(MUANGPAISAN et al., 2011; YOKOYAMA et al., 2011; RIZELIO et al., 2010; FRANCO et
al., 2010), bradicinesia (CHUNG et al., 2012; HEISTERS, 2011; WIRDEFELDT et al., 2011,
YOKOYAMA et al., 2011), acinesia e facie amimica (HEISTERS, 2011; WIRDEFELDT et al.,
2011) e as repercussOes desta desordem no organismo comprometem sobremaneira a
qualidade de vida dos individuos afetados.

Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis tém como objetivo restaurar a atividade
dopaminérgica para melhorar a mobilidade funcional (HEISTERS, 2011), contudo, apesar
dos esforcos cientificos em prol de terapéuticas mais eficazes para conter a doenca, 0s
tratamentos disponiveis sdo apenas sintomaticos (KOLLER, 2002). O precursor
dopaminérgico di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) consiste no principal medicamento
recomendado para a enfermidade (HEISTERS, 2011; YOKOYAMA et al.,, 2011; RAO;
HOFMANN; SHAKIL, 2006), no entanto, apds cerca de cinco anos de uso continuo, os
efeitos colaterais incobmodos se desenvolvem na forma de flutuagfes nas respostas motoras
e discinesias, que atingem mais de 80% dos pacientes tratados, sendo considerado o
conjunto mais debilitante de complicagfes motoras que surgem apos longo periodo de uso
da droga (YOKOYAMA et al.,, 2011; RAO; HOFMANN; SHAKIL, 2006; CENCI; LEE;
BJORKLUND, 1998; MARSDEN, 1994).

Dessa maneira € de extrema importancia que questdes que envolvam a progressao
da DP e solucdes terapéuticas para os problemas que aparecem durante o tratamento
sintomatico, sejam abordadas. Neste contexto, a apitoxina, e seu principal componente,
melitina, configuram-se como potenciais produtos a serem explorados no intuito de
promover possiveis beneficios para individuos acometidos por esta enfermidade (CHO et
al., 2012; CHUNG et al., 2012; KIM et al., 2011a; DOO et al., 2010).

A apitoxina é o veneno produzido pelas abelhas e consiste numa mistura complexa
de enzimas (KOKOT et al.,, 2011; SCIANI et al.,, 2010; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010;
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PACAKOVA; STULIK, 2000; HIDER, 1988), peptideos (MATYSIAK et al., 2011; KOKOT et
al., 2011; SCIANI et al., 2010; ZHOU et al., 2010; LEE et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et
al., 2010; PACAKOVA; STULIK, 2000; HIDER, 1988) e aminoacidos (ZHOU et al., 2010;
HIDER, 1988), além de pequenas quantidades de carboidratos e lipidios (HIDER, 1988).
Dentre as substancias que compdem a apitoxina produzida pelas abelhas do género Apis,
destaca-se a melitina, que equivale a 50% do peso seco do veneno (FERREIRA-JUNIOR et
al., 2010; SCIANI et al., 2010) e apresenta importante propriedade antiinflamatéria
(ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011; ZHOU et al., 2010), antibacteriana e antifingica
(YANG et al., 2011), e largo espectro de acéo (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011;
RATCLIFFE et al., 2011; ZHOU et al., 2010; BOGAART et al., 2008).

Neste contexto, Lee et al. (2012) identificaram que a apitoxina reduz a toxicidade
glutamatérgica de células neuronais e microgliais e age sobre as vias de sinalizagéo,
protegendo contra a morte celular caracteristica de desordens neurodegenerativas. No que
concerne aos mecanismos neuroinflamatérios que permeiam estas enfermidades, estudos
identificaram que a apitoxina possui potente efeito supressor sobre respostas pro-
inflamatorias por suprimir a transcrigdo génica da cicloxigenase e citocinas pré-inflamatorias,
tais como a interleucina (IL)-1B, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF)-a (CHEN;
LARIVIERE, 2010; MOON; PARK; LEE, 2007; NAM et al., 2003).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com veneno de
abelhas e seu principal componente, melitina, sobre a recuperacéo funcional motora e a

gravidade da lesé@o ap0s aplicacdo de 6-OHDA em camundongos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Submisséo do estudo ao Comité de Etica e Pesquisa

O estudo foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Tiradentes,
em 10 de maio de 2011, e aprovado mediante protocolo n°.050511. Todos os procedimentos
ocorreram em conformidade com as normas do COBEA.

2.2 Amostra

A amostra deste estudo foi composta de 45 camundongos sui¢cos, machos,
provenientes do Biotério da Universidade Tiradentes, com massa corporal aproximada de 25
a 30g. Os animais foram mantidos em gaiolas com cama de maravalha, trocadas
diariamente, mantidos a temperatura controlada de (22°C), em regime de luz com ciclo
claro-escuro de 12 horas e agua ad libitum e dieta padrdo Labina ® (Purina, Sdo Paulo,
Brasil). Os grupos experimentais foram assim definidos: solugdo salina/ solugdo salina;
solucdo salina/ apitoxina 0,1 mg/Kg; solucdo salina/ apitoxina 0,6 mg/Kg; solucdo salina/
apitoxina 1,2 mg/Kg; 6-OHDA/ solucdo salina; 6-OHDA/ apitoxina 0,1 mg/Kg; 6-OHDA/
apitoxina 0,6 mg/Kg; 6-OHDA/ apitoxina 1,2 mg/Kg; 6-OHDA/ melitina 0,2 mg/Kg (n = 5
animais por grupo, total de 45, considerando as doses — Quadro 1) referindo-se

respectivamente a micro-inje¢do intra estriatal e a administragédo subcutanea.

Quadro 1: Classificagdo da amostra.

Grupo (n=5) Tratamento Tratamento

intracerebral subcutaneo
Gl Solucéo Salina Solucéo Salina (40ul)
G2 Solugéo Salina Apitoxina (0,1 mg/Kg)
G3 Solucéo Salina Apitoxina (0,6 mg/Kg)
G4 Solugéo Salina Apitoxina (1,2 mg/Kg)
G5 6-OHDA Solugéo Salina (40pl)
G6 6-OHDA Apitoxina (0,1 mg/Kg)
G7 6-OHDA Apitoxina (0,6 mg/Kg)
G8 6-OHDA Apitoxina (1,2 mg/Kg)
G9 6-OHDA Melitina (0,2 mg/Kg)
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2.3 Obtencao dos compostos

A apitoxina foi adquirida em maio de 2012, proveniente da regido de Sdo Roque (S&o
Paulo, Brasil). A melitina foi obtida em maio de 2012 da Sigma (S&o Paulo, Brasil) e a 6-
OHDA e apomorfina foram adquiridos da Sigma (S&o Paulo, Brasil) em 2010.

2.4 Inducéo dalesdo por 6 — OHDA

A lesdo progressiva da via nigro-estriatal foi causada pela aplicacéo intra-estriatal de
6-OHDA em camundongos. A injecao intra-cerebral de 6-OHDA ou solucdo salina contendo
0.02% de &cido ascorbico foi realizada por meio de cirurgia estereotaxica.

Os animais destinados ao experimento foram anestesiados previamente com
ketamina/ xilazina (150 e 15mg/kg, respectivamente, i.p.). Apds anestesia, 0s animais foram
posicionados no aparelho estereotaxico (Insight ®, Brasil) com a fixacdo dos 0ssos
temporais e aparelho mandibular e foi administrada injecdo subcuténea na regido dorsal da
cabeca de 0,02 mL de lidocaina 3% contendo epinefrina a 2%.

Os parametros utilizados (lado direito) para micro-injecdo de 6-OHDA foram obtidos
de acordo com Heuer et al. (2012) e Francardo et al. (2011), nas seguintes coordenadas
(em mm em relag@o ao bregma, sutura sagital e da superficie dural): duas inje¢es de 1,5 pl
em cada sitio (i) AP=+1.0, L=-2.1, DV=-2.9; e (i) AP=+0.3, L=-2.3, DV=-2.9. Foram
injetados 6 ug/ul de uma solugéo de 6-OHDA ou de solugéo salina contendo 0.02% de &cido
ascorbico (HEUER et al., 2012), utilizando uma micro seringa Hamilton 705 (50 ul) acoplada
ao aparelho estereotaxico e a bomba de infusdo BI-2008. As injecdes foram realizadas a
uma taxa de 1lpl/min. Controles receberam solugdo de 0,9% de salina estéril contendo
0,02mg/ml de acido ascorbico.

Ao final da cirurgia, foi realizada sutura com fio Shalon ® suturas, de nylon 3 cm,
cuticular; foi aplicada injecdo intramuscular de pentabibtico veterinario para animais de
pequeno porte (Forte Dodge Saude Animal LTDA, 0,04 mL) e os animais foram aquecidos
por uma lampada de 60 W até recuperacado da anestesia. Controles receberam solucéo de

0.9% de salina estéril contendo 0.02 mg/ ml de acido ascorbico.
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2.5 Cuidados p0s cirurgicos

Apbs os procedimentos cirdrgicos, os animais operados receberam, para analgesia,
paracetamol diluido em agua (1g/L) disponivel na gaiola com acesso ad libitum por 3 dias,
conforme metodologia de cuidados pds-operatérios descrita por Heuer et al. (2012). No
quarto dia p@s-cirirgico 0os animais receberam o tratamento subcutdneo com a apitoxina,
melitina ou salina, de acordo com o grupo a que pertenciam. Adicionalmente, os animais
submetidos & lesdo foram pesados semanalmente com o objetivo de identificar se
apresentaram perda de peso em virtude da intervencéo cirdrgica.

2.6 Doses e aplicacdes de apitoxina e melitina

As concentragfes de apitoxina e melitina utilizadas foram diluidas, respectivamente,
em 40 pl de salina, conforme estudo realizado por Kim et al. (2011a) e em 20 pl de salina,
de acordo com Yang et al. (2011) e administradas por via subcutédnea. A apitoxina e a
melitina foram administradas 1 vez a cada 2 dias, conforme o estudo de Doo et al. (2010),
por 3 semanas, a partir do quarto dia apos a lesdo. Durante todos os procedimentos para a
manipulacdo do veneno foram utilizados os equipamentos de protecdo individual (EPI's), a

citar: luvas de latex natural sobre luvas de procedimento, 6culos de seguranga e mascara.

2.7 Testes de comportamento

2.7.1 Teste do Campo Aberto (CA)

Inicialmente descrito por Walsh e Cummins (1975), o teste de campo aberto consiste
na mensuracdo de comportamentos expressados ao se colocar um animal em espaco
aberto novo, de onde a fuga do mesmo é evitada pelas paredes que o circundam. Este teste
pode ser utilizado para avaliagdo da atividade motora e do estado emocional dos animais
(WHIMBEY; DENENBERG, 1967) e permite prever a intensidade da leséo produzida pela 6-
OHDA (FORNAGUERA; SCHWARTIN, 1999; WALSH; CUMMINS, 1975). O equipamento
de madeira, recoberto de férmica na cor branca, consiste num quadrilatero com 4830,25 cm?
de area e paredes com 34,5 cm de altura. A base é subdividida em dezesseis quadrantes,

conforme Figura 1.
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Figura 1. Arena para realizagdo do teste de campo aberto. Fonte: Camila Gomes Dantas.

Os parametros avaliados foram: (1) a frequéncia dos comportamentos de exploragéo
horizontal (niumero de quadrantes percorridos pelo animal com as quatro patas - crossings),
(2) exploracéo vertical (manutencdo do animal apenas sobre as patas posteriores - rearing),
(3) o niumero de bolos fecais expelidos e (4) comportamentos de autolimpeza (grooming)
executados. Cada animal foi avaliado individualmente durante 5 minutos e teve seu
comportamento registrado em video.

O teste foi realizado 30 dias apds a cirurgia, de acordo com Francardo et al. (2011) e
Bernstein et al. (2011). Entre o teste de um animal e outro, o equipamento foi limpo com
alcool 20% para evitar a influéncia do odor de outros animais.

2.7.2 Teste de Comportamento Rotatério (CR)

O teste de comportamento rotatério consiste em analisar a intensidade da lesdo
provocada pela 6-OHDA. Neste teste, o avaliador observa e quantifica o nimero e o sentido
de giros de 360° realizados pelos animais ao redor do eixo do préprio corpo, contralateral ou
ipsi lateral & lesdo. E necessario observar a decorréncia de tempo suficiente para
manifestacdo do CR, uma vez que depende do aumento da sensibilidade sinaptica,
mecanismo compensatoério a lesdo (UNGERSTEDT, 1971).

Os animais foram alocados em recipiente cilindrico (31 cm de diametro e parede com

13 cm de altura) e o inicio do teste ocorreu cinco minutos apoés a aplicacdo do agonista
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dopaminérgico de curta duragdo de acdo, neste caso Hidrocloreto de Apomorfina (0,5 mg/
kg; dissolvido em 0,3 mL de solucéo salina 0.9%; via s.c.) de acordo com Kim et al. (2011a)
e lancu et al. (2005) e ocorreu durante 60 minutos. Os animais foram testados 30 dias apés
a cirurgia, conforme Bernstein et al. (2011), e tiveram seus comportamentos registrados em

videos.

Figura 2. Visualizacdo do teste de comportamento rotatério. Fonte: Camila Gomes Dantas.

2.8 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados através do teste andlise de varidncia de uma via
(ANOVA), seguido do poés-teste de Duncan, (P<0,05), sendo considerado variavel o fator

tratamento. Para tanto, foi utilizado o programa SSPS versao 19.0.

3. RESULTADOS

No teste campo aberto, no que se refere ao parametro motor de exploragéo
horizontal, observou-se que os grupos 6-OHDA/ salina e 6-OHDA/ apitoxina (0,6 mg/Kg)
apresentaram reducéo significativa (F8-48=3,005; p=0,010; ANOVA) em rela¢do aos grupos
salina/ apitoxina (0,1 mg/Kg), salina/ apitoxina (1,2 mg/Kg), 6-OHDA/ apitoxina (0,1 mg/Kg),
6-OHDA/ apitoxina (1,2 mg/Kg) e em relagdo ao grupo 6-OHDA/ melitina. Estes dados
podem ser observados na Figura 3. No que se refere ao comportamento de exploragdes
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verticais, observou-se que apenas 0s grupos 6-OHDA/ salina e 6-OHDA/ apitoxina (0,1
mg/Kg) apresentaram diminuicdo significativa em relagéo ao grupo controle (salina/ salina;
F8-48=1,486; p=0,05; Figura 4).

No parametro bolo fecal, observou-se que o grupo salina/ apitoxina (0,6 mg/ Kg),
apresentou aumento significativo (4,0+0,5) em relacdo a todos os outros grupos avaliados:
salina/ salina (1,4+0,6), salina/ apitoxina (0,1 mg/Kg) (0,4+0,4), salina/ apitoxina 1,2 mg/Kg
(0,5+0,5), 6-OHDA/ salina (1,1+0,4), 6-OHDA/ apitoxina (0,1 mg/kg) (0,7+0,7), 6-OHDA/
apitoxina (0,6 mg/kg) (0,3+0,2), 6-OHDA/ apitoxina (1,2 mg/kg) (0,0+0,0), onde F8-48=4,145;
p=0,001. No que se refere a autolimpeza (grooming), o grupo 6-OHDA/ apitoxina (1,2
mg/Kg) apresentou aumento com tendéncia significativa (2,0£0,45) em relagdo aos grupos
salina/ apitoxina (0,1 mg/Kg) (1,0+0,0), salina/ apitoxina (1,2 mg/Kg) (1,0+0,0), 6-OHDA/
salina (1,10+0,18), 6-OHDA/ apitoxina (0,1 mg/Kg) (1,0+0,0) e 6-OHDA/ apitoxina (0,6
mg/Kg) (1,0+0,0) (F8-48=1,933; p=0,06).
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Figura 3: Resultados do parametro de exploragdo horizontal (EH) no teste de campo aberto.
As colunas representam as médias de exploracdes horizontais nos grupos e as barras
representam o erro padrdo da média. Letras diferentes indicam diferengas significativas: “a”
diferente de “b” e “c” (p<0,05); “b” diferente de “a” (p<0,001); “b’ ” diferente de “a” (p<0,05).
ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Duncan.
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Figura 4: Resultados do parametro de exploracéo vertical (EV) no teste de campo aberto. As
colunas representam as médias de exploracdes verticais nos grupos e as barras
representam o erro padrédo da média. Letras diferentes indicam diferencgas significativas: “b”

diferente de “a” (p<0,05). ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Duncan.

No teste de comportamento rotatério, animais que receberam 6-OHDA intracerebral

e salina via subcutanea, realizaram média de 70 rotagBes contralaterais a lesdo, enquanto o

grupo que recebeu a 6-OHDA e foi tratado com apitoxina na concentragdo (0,1 mg/ Kg), teve

o numero de giros reduzido a zero. Adicionalmente, a apitoxina nas doses de 0,6 mg/kg e

1,2 mg/Kg, apresentaram meédia de 16,5 e 190,5 rotagbes para a esquerda,

respectivamente. Animais que receberam 6-OHDA intracerebral e melitina via subcutanea,

apresentaram média de 348 rotacdes para este mesmo lado (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados do teste de comportamento rotatorio

Grupos experimentais Rotacodes (-)
6-OHDA/ SALINA 70
(£9,42)
6-OHDA/ APITOXINA 0,1mg/Kg 0
(=0)
6-OHDA/ APITOXINA 0,6mg/Kg 16,5
(3,7)
6-OHDA/ APITOXINA 1,2mg/Kg 190,5
(£117,9)
6-OHDA/ MELITINA 0,2mg/Kg 348
(£160)

Médias de rotacBes contralaterais + erro padrdo da média.
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4. DISCUSSAO

O modelo de leséo pela aplicacdo de 6-OHDA em ratos é utilizado desde 1968, a
partir de sua descricdo por Ungersted, de forma que os efeitos comportamentais da
administracdo da toxina sdo bem conhecidos. Estudos mais recentes foram realizados em
camundongos com o intuito de caracterizar o decurso temporal da morte neuronal e das
alteragbes motoras (HEUER et al., 2012). Nossos resultados mostraram que a aplicacéo de
6-OHDA no estriado de camundongos induziu a manifestacdo de giros no teste de
comportamento rotatério e a diminuicdo de parametros motores do teste de campo aberto,
eventos estes relacionados a morte neuronal dopaminérgica.

Quando a lesdo foi acompanhada pelo tratamento com a apitoxina na dose de 0,1
mg/Kg, estes efeitos foram reduzidos. Por outro lado, o tratamento com a melitina, embora
tenha elevado o numero de exploragbes horizontais, aumentou significativamente o
comportamento rotatério, demonstrando provavel neurotoxicidade.

No que concerne as concentracdes e vias de administragdo da substancia, o
presente estudo apresentou resultados que permitem inferir possivel neuroprotecdo da
apitoxina na concentracdo de 0,1 mg/Kg, via subcutanea, corroborando com Yang et al.
(2010). Entretanto, estes autores fizeram uso do ponto de acupuntura ST36,
anatomicamente localizado 5mm abaixo e lateral a tuberosidade anterior da tibia. Em
conformidade, Kim et al. (2011a) também utilizaram injecdo subcutanea no referido
acuponto em virtude dos efeitos anti-inflamatérios do ST36 relatados em estudos anteriores,
0 que pode explicar o efeito neuroprotetor do veneno de abelhas na concentracdo de 1,2
mg/Kg encontrado por estes autores. Adicionalmente, foi a dose de 1 mg/Kg, via
intraperitoneal, que apresentou este efeito na pesquisa de Chung et al. (2012).

Neste sentido, é cabivel salientar os estudos realizados por Jeon et al. (2008) e Kim
et al. (2005), a partir de publicacbes anteriores que relataram que a acupuntura isolada
demonstrou ter efeitos neuroprotetores e diminuiu os déficits comportamentais em modelos
animais da DP. Kim et al. (2005), identificaram que a acupuntura isolada no acuponto ST36
duas semanas ap0s a injecdo unilateral de 6-OHDA no estriado de ratos, reduziu
significativamente as rotacdes induzidas por apomorfina e protegeu contra a perda neuronal
dopaminérgica.

Em concordancia, Jeon et al. (2008) investigaram os efeitos da acupuntura e da
eletroacupuntura nos acupontos ST36, GB34, SI3 e BL62 em ratos com DP induzidas por
MPTP e identificaram que ambos procedimentos terapéuticos aplicados isoladamente
protegeram contra degeneragdo neuronal DA quando aplicados no GB34. Estes dados

corroboram com estudos atuais onde a acupuntura no GB34 de animais que receberam
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MPTP, melhorou funcdo locomotora, em virtude da reducdo da apoptose neuronal no
estriado (LU et al., 2012), e aumentou liberacdo de dopamina na fenda sinaptica, sugerindo
aumento da neurotransmissdo dopaminérgica, normalizacdo da atividade dos géanglios
basais e consequente melhora da fungéo motora (KIM et al., 2011b).

Assim, camundongos tratados no estudo de Doo et al. (2010) receberam 0,02 mL
(1:2000 w/v) de apitoxina no acuponto GB34, localizado na intersec¢ao das linhas da borda
anterior da cabeca da fibula (YIN et al., 2008), antes da inje¢cdo quinzenal de MPTP,
ocasionando efeito protetor nas células TH+ na SN compacta. Adicionalmente, Yoon et al.
(2013) utilizaram a mesma metodologia e ratificaram, via andlise imunohistoquimica e por
espectroscopia de ressonancia magnética, o efeito neuroprotetor da apitoxina no acuponto
GB34 em modelo animal da DP induzido por MPTP, onde identificaram alteracdes
substanciais nos perfis neuroquimicos estudados, em especial nas propor¢gées do complexo
glutamato/ creatina, com reducgéo significativa dos valores de base no grupo tratado com
apitoxina.

A estimulagdo do GB34 por Park et al. (2003) também reduziu significativamente o
déficit motor rotacional e gerou aumento da sobrevivéncia de DA na SN de ratos lesionados
unilateralmente com 6-OHDA. De modo que, segundo 0s autores, somente a acupuntura,
sem o uso de qualquer droga, apresenta efeitos neuroprotetores em modelo animal de DP
induzido por esta neurotoxina.

No presente estudo, ndo foram utilizados acupontos para administracéo da apitoxina.
Esta substancia foi injetada via subcuténea na regido cervical dorsal do animal, adotada por
ser amplamente vascularizada, facilitando assim a absor¢éo da substancia. Os achados de
Lu et al. (2012), Kim et al. (2011b), Jeon et al. (2008), Kim et al. (2005) e Park et al. (2003),
permitem inferir que a preferéncia por pontos de acupuntura ja conhecidos por mediar
efeitos anti-inflamatérios, ndo permite o estudo do efeito isolado do veneno de abelhas, de
maneira que os resultados altamente significativos apresentados a partir da utilizacdo desta
via de administracdo para a apitoxina, podem ser resultantes dos efeitos acumulativos
decorrentes da associagdo de mecanismos terapéuticos.

No que se refere as alteracbes comportamentais, que refletem a efetividade e
extensdo da lesdo, é possivel observar no teste de campo aberto que camundongos
lesionados pela 6-OHDA, e que receberam salina via subcutanea, apresentaram diminuicdo
no parametro de exploracdo horizontal. Adicionalmente, nota-se reducdo também do
parametro de exploragdo vertical deste grupo em relagcdo ao controle. Estes dados foram
coerentes com os estudos realizados por Heuer et al. (2012) e Francardo et al. (2011), que
utilizaram este modelo de lesdo estriatal em camundongos e obtiveram reducdo da atividade

motora, indicando assim a efetividade da lesdo produzida neste estudo.

109



UNIVERSIDADE TIRADENTES
DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE - Camila Gomes Dantas

Entretanto, este efeito foi revertido quando a leséo foi acompanhada do tratamento
com a apitoxina na concentracdo de 0,1 mg/Kg, indicando melhora nos padres motores
avaliados. Estudo anterior, realizado por Yang et al. (2010) apontou que a dose de 0,1ug/g
de apitoxina aumentou a atividade motora e reduziu a neuroinflamagéo em modelos animais
de esclerose lateral amiotréfica. Deste modo, embora 0s aspectos clinicos, neuropatolégicos
e debilitantes destas doencas sejam distintos, elas compartiham um padrédo de
neurodegeneracdo em regides anatomicamente ou funcionalmente relacionadas, onde
pesquisas realizadas por Chung et al. (2012), Yang et al. (2011), Kim et al. (2011a) e Yang
et al. (2010) apontam possivel efeito neuroprotetor da apitoxina sobre estas enfermidades.

Adicionalmente, no teste de comportamento rotatério, animais lesionados e tratados
com apitoxina (0,1 mg/Kg) realizaram nimero médio de giros contralaterais a leséo inferior
ao observado no grupo lesionado sem tratamento, indicando que a intensidade da lesao foi
menor quando os animais receberam esta concentracdo do veneno de abelhas associada a
lesdo. Este dado é coerente com o obtido no parametro de exploragéo horizontal no teste de
campo aberto, onde a mesma dose da apitoxina (0,1 mg/Kg) indicou melhora da atividade
motora com sugestdo de neuroprotecdo. A dose de 1,2 mg/Kg desta substancia, acentuou o
namero de rotacdes neste teste, sugerindo possivel efeito prejudicial a lesdo, resultado
contrario ao estudo realizado por Kim et al. (2011a) que identificaram possivel efeito
neuroprotetor da apitoxina sobre a DP na concentracdo de 1,2 mg/Kg. Vale ressaltar que, na
maior concentragcao, podem haver maiores quantidades de melitina.

No que concerne aos animais lesionados com 6-OHDA e tratados com melitina,
observou-se que houve aumento no nimero de giros a esquerda, indicando que a melitina
isolada neste estudo ndo exerceu efeito protetor. Em contrapartida, Yang et al. (2011) ao
utilizarem 0,2 pg/g de melitina em modelo animal de ELA, identificaram melhora da funcao
motora e redugdo no nivel de morte neuronal na coluna espinhal, quando comparados ao
grupo controle, sugerindo potencial inibicdo da neuroinflamacéo nesta doenca.

De maneira geral, os resultados do presente trabalho sdo coesos com estudos que
utilizaram a apitoxina para o tratamento de camundongos com DP, entretanto, 0 modelo
experimental utilizado na literatura, foi o induzido por MPTP (CHUNG et al., 2012; KIM et al.,
2011a). Neste contexto, por se tratar de um modelo de lesdo agudo, Kim et al. (2011a) e
Chung et al. (2012), sugeriram possivel efeito neuroprotetor da apitoxina por meio da
imunohistoquimica, onde evidenciaram reducdo da ativacdo da resposta microglial e
sobrevivéncia de neurbnios dopaminérgicos, respectivamente.

Finalmente, pesquisas recentes realizadas por Heuer et al. (2012), Smith et al.
(2012), Francardo et al. (2011), Cenci e Lundblad (2007) e Lundblad et al. (2004) tém
relatado que a implementacdo de cuidados pdés-operatdrios intensivos pode reduzir a

mortalidade de animais para niveis eticamente aceitaveis. Observa-se na literatura, que
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estudos que adotaram modelo de lesdo com 6-OHDA apresentaram altas taxas de
mortalidade, como ocorreu em Grealish et al. (2010), onde houve cerca de 82% de perdas.
Deste modo, Francardo et al. (2011), estabeleceram procedimentos para prevenir
guestbes como desidratacédo e perda de peso, 0 que resultou em taxa de sobrevivéncia de
80 a 100% de camundongos com extensa deplecdo dopaminérgica. No presente estudo,
houve morte de um animal do grupo 6-OHDA/ Apitoxina 0,1mg/Kg e um do grupo salina/
Apitoxina 1,2 mg/Kg, de maneira que 95,6% dos roedores lesionados se recuperaram da
cirurgia, provavelmente devido a instalacdo de cuidados pds-operatdrios, corroborando com
os dados de Heuer et al. (2012), que estabeleceu cuidados como analgesia e controle de

peso.

5. CONCLUSOES

Os achados comportamentais do presente estudo permitem concluir que a apitoxina
na concentracdo de 0,1 mg/Kg induz melhora na recuperagcdo motora e sugerem um
possivel efeito neuroprotetor sobre a morte neuronal induzida por 6-OHDA. Entretanto, faz-
se necessaria analise imunohistoquimica dos grupos avaliados a fim de analisar e comparar
a efetividade do tratamento com apitoxina e melitina sobre a lesdo com os trabalhos

realizados com MPTP j& disponiveis na literatura.
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CONCLUSAO GERAL

Os achados do presente estudo permitem concluir que a apitoxina apresenta
importantes efeitos farmacoldgicos nas doses estudadas. A dose de 1,2 mg/Kg diminuiu as
estereotipias, induziu catalepsia e modificou parametros comportamentais em roedores,
indicando provavel acdo antipsicética, possivelmente pela interacdo com receptores
dopaminérgicos. A administracao de 0,1 mg/Kg de apitoxina diminuiu os déficits motores e o
comportamento rotatério induzidos pela aplicacdo de 6-OHDA, sugerindo possivel efeito
neuroprotetor sobre a morte neuronal dopaminérgica. Por outro lado, os resultados obtidos
apoés tratamento com a melitina mostraram-se controversos. Dessa forma, mais estudos
serdo necessarios para elucidar os mecanismos de acdo sobre as regides cerebrais
envolvidas.

Os resultados possibilitam maior conhecimento acerca deste produto e sobretudo,
estima-se que a extragdo da apitoxina para fins terapéuticos fortalecera a atividade apicola,
valorizando o desenvolvimento regional e favorecendo a fixagdo do homem no campo,
injetando na economia uma nova vertente para os apicultores por meio da exploracdo de

mais um produto, gerando emprego, renda e melhor qualidade de vida.
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Titulo do Projeto: Avaliagao do efeito neuroprotetor da apitoxina em modelo animal da doencga
de Parkinson
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[ Data da Verséo 10/05/2011 | [Cadastro 050511 | [Data do Parecer 14/07/2011 |

[ Grupo e Area Tematica IIl - Projeto fora das areas tematicas especiais |

Objetivos do Projeto

Geral: Avaliar o efeito do tratamento com veneno de abelha e seus principais componentes,
melitina e fosfolipase A2, na progressdo da morte neuronal ap6s aplicagao de 6-OHDA.
Especificos: Identificar e caracterizar a composigdo do veneno de abelhas africanizadas
proveniente da regido de Sergipe, ao longo do ano; observar os efeitos do veneno puro
(sinergia de acdo dos diversos componentes) em modelo animal da doenca de Parkinson;
avaliar e comparar os efeitos da melitina e da fosfolipase A2 isoladas no mesmo modelo
animal 6-OHDA com os dados obtidos para o veneno. A averiguacao do possivel efeito
neuroprotetor sera realizada por meio de testes de comportamento e avaliagdo do tecido
cerebral (TH), enquanto as modificacdes em sistemas neurotransmissores sera verificada por
meio da expressdo da enzima NOS, neuronal e induzida.

Sumario do Projeto

A Doenga de Parkinson € uma patologia neurodegenerativa progressiva caracterizada pela redugéo
da dopamina cerebral e apresenta-se em prevaléncia como segunda desordem neurodegenerativa
relacionada & idade. A sintomatologia classica da doenga consiste em: tremor, rigidez muscular,
bradicinesia, instabilidade postural e, em alguns casos, disfungéo cognitiva e evolugéo para quadros
deménciais, resultando em perturbagdes do ténus e movimentos involuntarios. Mesmo com os
grandes avancos, a fisiopatogenia da doenca de Parkinson ainda ndo é exatamente conhecida e os
tratamentos disponiveis séo apenas sintomaticos. Estudos recentes tém apontado potencial efeito
neuroprotetor e antiinflamatorio do veneno da abelha em doengas neurolégicas e reumaticas. A
apitoxina € o veneno produzido pela abelha Apis mellifera e constitui uma mistura complexa de
enzimas, peptideos e aminoacidos e sua composigéo pode variar em fungdo de mudancas climaticas
e de temperatura. Algumas proteinas, em especial a melitina, equivalente a 50% de seu peso seco,
tém acéo antiinflamatéria mais potente que a cortisona e seus derivados, sobre os quais tém a
vantagem adicional de apresentar menor ocorréncia de efeitos colaterais. J& a fosfolipase A2
representa 12% do peso seco do veneno. Assim, a administrag@o da apitoxina pode representar uma
nova alternativa de tratamento para a doenca de Parkinson. Neste trabalho nos propomos a analisar
as propriedades bioativas da apitoxina e seus principais componentes, melitina e fosfolipase A2, e
testar os efeitos do tratamento na progressdo da morte neuronal em modelo experimental da doenga
de Parkinson. Os resultados seréo caracterizados a partir da analise do comportamento e de
alteragdes estruturais e funcionais nos encéfalos de roedores (modificagbes na expressao das
enzimas tirosina-hidroxilase e sintase do déxido nitrico), apds a lesdo pela aplicagao intracerebral da
neurotoxina 6-hidroxidopamina. O trabalho sera desenvolvido no Instituto de Tecnologia e Pesquisa
na Universidade Tiradentes, junto ao Laboratério de Morfologia e Biologia Estrutural, mediante
aprovacdo deste Conselho.
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Comentarios sobre os itens de Identificagdo

[Introdugéo R = ; ~ [Adequada ; 7
Comentarios sobre a Introducdo

[ Objetivos | Adequados |

Comentarios sobre os Objetivos

Pacientes e Métodos
Delineamento Adequado !
Tamanho de amostra Total 54 Local 54
Calculo do tamanho da amostra Adequado
Participantes pertencentes a grupos especiais Nao
Selegao equitativa dos individuos participantes | Ndo se aplica
Critérios de inclusdo e exclusdo Adequados :
Relagio risco- beneficio N&o se aplica =
Uso de placebo Néo utiliza
Periodo de suspensdo de uso de drogas (wash out) | Ndo utiliza
Monitoramento da seguranca e dados _ | Adequado i =
_Avaliagao dos dados Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Nao se aplica
Termo de Consentimento Néo se aplica
Adequacio as Normas e Diretrizes Sim
Comentarios sobre os itens de Pacientes e Métodos
Cronograma : Adequado
Data de inicio prevista :
Data de término prevista
Orgamento Adequado
Fonte de financiamento externa Nao

Comentarios sobre o Cronograma e o Orgamento

[Referéncias Bibliograficas [ Adequadas
Comentarios sobre as Referéncias Bibliograficas

Recomendagdo
| Aprovar ]

Comentarios Gerais sobre o Projeto
Projeto de grande relevancia para comunidade cientifica e comunidade de maneira
geral, sendo considerado aprovado no que refere a seus aspectos éticos.

s
de Lima
Prof®. A A g,r'l,apg;qulsa
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