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RESUMO: O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) ¢ o distirbio
neuropsiquiatrico mais prevalente em criangas e adolescentes, com taxas globais de até 8% e
continuidade dos sintomas na vida adulta em cerca de 70% dos casos. No Brasil, estima-se que
5% da populagdo seja afetada, mas a maioria permanece sem tratamento adequado. O TDAH
estd associado a disfungdes nos circuitos dopaminérgicos do cérebro, com destaque para o
aumento da densidade de transportadores de dopamina (DAT), levando a redugdo da
disponibilidade sindptica desse neurotransmissor. Os medicamentos disponiveis,
majoritariamente psicoestimulantes como o metilfenidato, apresentam eficacia limitada, elevado
potencial de efeitos adversos e custo elevado, além de problemas de acessibilidade no sistema
publico de saude. Neste cenario, torna-se essencial o estudo da pesquisa basica para a medicina
translacional, com a busca por novas terapias mais especificas e seguras. Os produtos naturais,
especialmente compostos isolados de pegonhas e venenos animais, tem-se tornado drogas
eficazes no tratamento de doencas do tecido nervoso, dentre outras. Investigaremos o potencial
terapéutico da AvTx]1, purificada da pegonha da vespa social Agelaia vicina, em um modelo de
roedor para TDAH, o rato espontaneamente hipertenso (SHR), desenvolvido a partir de ratos
Wistar-Kyoto (WKY).

PALAVRAS-CHAVE: TDAH; Transportador de Dopamina; AvTx1; rato SHR

ABSTRACT - Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is the most prevalent
neuropsychiatric disorder in children and adolescents, with global rates of up to 8%, and
symptoms persist into adulthood in approximately 70% of cases. In Brazil, it is estimated that
5% of the population is affected, yet the majority remain without adequate treatment. ADHD
is associated with dysfunctions in the brain's dopaminergic circuits, notably an increased
density of dopamine transporters (DAT), which leads to reduced synaptic availability of this
neurotransmitter. Available medications, predominantly psychostimulants such as
methylphenidate, have limited efficacy, a high potential for adverse effects, and high costs,
compounded by accessibility issues within the public healthcare system. In this context, basic
research for translational medicine becomes essential in the search for more specific and safer
novel therapies. Natural products, particularly isolated compounds from animal venoms and
poisons, have proven to be effective drugs for treating diseases of the nervous tissue, among
others. We will investigate the therapeutic potential of AvTx1, a peptide purified from the
venom of the social wasp Agelaia vicina, in a rodent model of ADHD, the spontaneously
hypertensive rat (SHR), which was derived from Wistar-Kyoto (WKY) rats.

KEYWORDS: ADHD; Dopamine Transporter; AvTx1; SHR rat
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O Transtorno de Déficit de Atengdao e Hiperatividade (TDAH) ¢ o transtorno de 22

neurodesenvolvimento mais comum no mundo, atingindo uma prevaléncia de 8% em criangas e
adolescentes em nivel mundial (Ayano et al., 2023). A principal causa s3o alteragdes em neurdnios
de regides cerebrais moduladas por dopamina (DA) e noradrenalina (NA) (Faraone, 2018). Como
resultado, a pessoa afetada costuma ter dificuldades na vida académica, pessoal e profissional, por
conta de sintomas como falta de ateng¢dao e hiperatividade (Mattos et al., 2024; Pires; Pontes;
Pereira, 2024).

O transtorno ¢ dividido em trés subtipos, dependendo da presenga ou auséncia de 18
sintomas, de acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5,
2013), sendo estes: predominantemente desatento, predominantemente hiperativo/impulsivo e
combinado.

O déficit ocorre devido a alta densidade e hiperatividade funcional de transportadores de
dopamina (DAT) e noradrenalina (NAT) nos neurénios de determinadas regides cerebrais,
responsaveis pela recaptagdo desses neurotransmissores da fenda sinaptica, o que leva a redugao
da sua disponibilidade e, consequentemente, ao comprometimento da transmissdo dos sinais
nervosos (Del Campo et al., 2011).

Geralmente os sintomas comegam a ser notados ainda na infancia, com maior incidéncia dos
5 aos 9 anos (Cortese ef al., 2023), sendo que em alguns casos os sintomas podem se amenizar e
desaparecer com a maturacdo cerebral. Porém, em 70% dos casos os adultos permanecem sendo
afetados pelo transtorno (Lara et al., 2009).

O TDAH ¢ muitas vezes acompanhado de outras comorbidades, como transtornos
alimentares, ansiedade, distirbios do sono e abuso de substancias. Contudo, o tratamento do
TDAH tende a reduzir significativamente estes distirbios e melhorar a qualidade de vida dos

individuos (Reale et al., 2017).

1.1. Remédios Atuais

Atualmente existem dois tipos de medicamentos para o tratamento do TDAH, sendo o
primeiro o grupo dos estimulantes, com os mais utilizados sendo o metilfenidato e as anfetaminas.
O segundo grupo ¢ constituido pelos nao estimulantes, representados pela atomoxetina e
guanfacina (Posner, et al., 2020). A principal diferenca para a escolha do uso destes se dé pelo fato
dos estimulantes se classificarem como drogas de abuso, ndo sendo recomendado para grupos
especificos (Wolraich et al., 2019).

Dentre os medicamentos existentes, o metilfenidato é o mais utilizado, tendo sido descoberto
em 1944 na Suiga, e a partir de 1950 comecgou a ser vendido como psicoestimulante (Oliveira,

2021). No Brasil, a prescri¢do do medicamento ¢ regulamentada desde o langamento da Lista de
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Substéancias sob Controle Especial, que consta na Portaria n° 344, de 12 de maio de 1998 (. { ::u6—3 )ol

(Secretério de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude).

O Metilfenidato ¢ um psicoestimulante que atua principalmente na via dopaminérgica do
cérebro, e gera aumento nos niveis de DA e NA na sinapse, ao bloquear a a¢ao de seus respectivos
transportadores (Faraone, 2018). A DA e a NA s3o neurotransmissores que desempenham um
importante papel nas funcdes executivas orientadas pelo circuito fronto-estriado-cerebelo (Del
Campo et al., 2011), como a tomada de decisdes, resposta emocional, e mecanismos de reforgo e
recompensa (Koirala et al., 2024).Porém, o uso deste medicamento vem acompanhado de uma
gama de efeitos adversos comuns como falta de apetite, problemas no sono, ansiedade, ndusea, dor

de cabeca, dependéncia e problemas cardiovasculares (Wenthur et al, 2016).

Portanto, torna-se importante investigar novos farmacos mais especificos e seguros. Neste
cenario, os produtos naturais t€ém se mostrado, além de modelos para medicamentos mais
especificos, promissores no tratamento de diversas doengas.

Um exemplo de muito sucesso e crescente relevancia cientifica é o canabidiol (CBD), que
atua sobre o sistema endocanabinoide e em outros alvos neurobioldgicos, oferecendo um amplo
potencial terapéutico com baixa psicoatividade (da Silva et al., 2015). Precisamente por esse perfil,
as investigagdes sobre o CBD e seus mecanismos de agdo t€ém-se mostrado importantes como
alternativas de tratamento tanto para a doenga de Parkinson quanto para a discinesia induzida pela
L-DOPA (Patricio et al., 2020).

Outros exemplos promissores sdo 0s venenos € pegonhas, que contém moléculas altamente
seletivas para estruturas da membrana plasmatica celular em vertebrados, desencadeando efeitos
direcionados em areas-alvo especificas. Atualmente, tais compostos ja sdao utilizados para a
producdo de medicamentos (Yang et al., 2019; Mortari et al., 2023).

1.2. Peconhas de Himenopteros

As peconhas de himendpteros sdo conhecidas por possuirem diversas moléculas neuroativas
que interagem de maneira especifica com o SNC de vertebrados. Algumas peconhas possuem
compostos neuroprotetores em modelos de doengas experimentais do tecido nervoso. Portanto, sdo
promissoras na terapia de neuropatologias humanas (Silva et al., 2015; Camargo et al., 2018).

Algumas abelhas de mel (Apis mellifera) e mamangavas (Bombus sp) sdo comumente
conhecidas por suas picadas dolorosas e alergias, porém elas sdo utilizadas ha séculos por povos
tradicionais de forma medicinal. Atualmente, moléculas isoladas das peconhas destes insetos se
apresentam com potencial terapéutico para tratamento de doengas neurodegenerativas e controle
do cancer de mama (Carpena et al., 2020; Laurindo et al., 2024).

Dentro das formigas, a Dinoponera quadriceps, também conhecida como Formiga-Gigante,
jé era utilizada na medicina popular por efeitos anti-asmaticos e estudos atuais demonstraram que
alguns peptideos isolados possuem potencial anticonvulsivante em modelo animal (Costa Neto et

al.,2006; Noga et al., 2016).
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labirinto aquético de Morris e Teste de Reconhecimento de Novos Objetos. Estes resultados
sugerem que a octovespina ¢ um potencial medicamento para o tratamento da doenca de
Alzheimer, devido a sua capacidade de evitar a agregagao de AP in vitro e de prevenir o déficit de
memoria (Camargo et al., 2022).

Dentre as vespas, a Polybia occidentalis, uma espécie social brasileira, em um trabalho do
nosso grupo em colaboracao com pesquisadores da UnB, teve peptideos isolados de sua peconha.
Esses peptideos foram capazes de atravessar a barreira hematoencefalica, foram neuroprotetores e
anticonvulsivantes, em um modelo animal e estudos in silico (Mortari et al., 2023).

Estudos com a pegonha da vespa Agelaia vicina foram iniciados com um mestrado
(98/07206-1) e um doutorado (2000/08010-5), ambos financiados com bolsa de estudos pela
FAPESP. No doutorado, utilizando expressao funcional de DAT em células MDCK foi verificado
que o peptideo AvTx1, isolada desta vespa, inibe a recaptacdo de DA de forma especifica (Figura
1). Tais efeitos justificam a proposta atual, no contexto do potencial terapéutico dessa molécula no
tratamento de TDAH (Pizzo, 2004).

1.2

Inibigao da captagdo de
dopamina
(pmol/poge/min)

Controle 7.2 14 4 288 a7 .6
AVTX 1 (U)

Figura 1: Grafico representativo dos efeitos das AvTx1 na captacdo de dopamina em células MDCK
expressando o transportador rDAT (transportador de dopamina de Rattus norvegicus). Estudo realizado

pelas Drs. A. Pizzo e A.C.K. Fontana na Faculdade de Medicina Drexel, PA, EUA.

2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novas terapias para o TDAH ¢ urgente devido as limitagdes dos
tratamentos atuais, como baixa especificidade, efeitos adversos significativos, problemas de
aderéncia e acesso a terapias. Na Ameérica Latina, cerca de 5% da populacdo possui TDAH, e
dentro daqueles que conseguem receber o diagnodstico, mais de 75% permanecem sem o devido
tratamento (Kohn et al., 2018). Além do que, existe pouca aderéncia dos pacientes aos tratamentos,
alcangando uma baixa taxa (22.9%) ao longo de 12 meses (Ferrin et al. 2025). Em parte, ocorrem

importantes efeitos colaterais, que sdo identificados em 29% dos pacientes, os quais tiveram um
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ou mais sintomas adversos, sendo os mais comuns problemas no sono e falta de apetite (Storebo |:—,{

etal., 2018). R

A investigacdo da AvTx1 justifica-se por seu potencial unico em modular seletivamente os
circuitos dopaminérgicos, inibindo a captacao da DA e NA. Além disso, o estudo de compostos
neuroativos de himenopteros para aplicacdes terapéuticas representa uma fronteira promissora na
neurofarmacologia, com possibilidade de gerar um farmaco inovador a partir da biodiversidade
brasileira (Mortari et al., 2023). A nossa pesquisa deve preencher uma lacuna critica no campo de
estudo, oferecendo perspectivas tanto para o avango cientifico, quanto para a melhoria da qualidade

de vida dos pacientes com TDAH.

3. RELEVANCIA

Este projeto apresenta relevancia cientifica e social ao investigar a AvTx1, como potencial
tratamento inovador para o TDAH. A pesquisa se justifica pela necessidade urgente de alternativas
aos psicoestimulantes atuais (como metilfenidato), que possuem eficacia limitada, alto custo, alto
indice de desisténcia do tratamento, e efeitos adversos significativos. No Brasil, 77% dos pacientes
desistem do tratamento apds 6 meses de uso do metilfenidato, tendo maior causa o alto custo
individual para os pacientes (Maia et al., 2016).

A AvTx1l pode oferecer um mecanismo de agdo mais seletivo sobre os circuitos
dopaminérgicos, com menor risco de efeitos colaterais e baixo custo. Utilizando o modelo animal
SHR (padrao-ouro para estudos de TDAH), buscamos comprovar a sua eficicia, o que podera
resultar em uma terapia mais acessivel e segura para a populagdo brasileira. O rato SHR ¢ um
modelo genético desenvolvido através de cruzamento seletivo (selective inbreeding), da linhagem
Kyoto-Wistar. Além de valorizar a biodiversidade nacional como fonte de farmacos inovadores e
instigar a prote¢ao da mesma. A pesquisa ainda contribui para o avanco da medicina translacional,

conectando descobertas cientificas basicas a aplicagdes clinicas concretas (Fig. 2).
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Figura 2: Resumo grafico do projeto.
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Avaliar a eficacia da AvTx1 isolada da pegonha de A. vicina como tratamento para o

TDAH em ratos SHR.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1. Coleta das vespas sera realizada no Parque Estadual Mata dos Godoy, Londrina,

PR;

4.2.2. Retirada de glandulas e preparagdo do extrato bruto, com auxilio técnico Ricardo

Alarcon,;

4.2.3. Purificagdo e verificacdo do grau de pureza da AvTx1, realizadas pelo Dr. Prof.

Wagner Ferreira dos Santos (FFCLRP-USP), orientador, e Dr. Norberto P. Lopes,

acompanhado pelo estudante Vinicius Freire Gil;

4.2 4. Realizar avaliacdo in vivo dos efeitos da AvTx1 em modelo SHR

4.2.4.1. Avaliar os efeitos da AvTx1 em testes comportamentais de campo

aberto (atividade motora e hiperatividade), labirinto em cruz elevado (ansiedade e

impulsividade) e reconhecimento de objetos (aprendizagem, atengdo € memoria).

Grupos experimentais:

e GRUPO 1- Animais controle TDAH (rato SHR), salina 0,9%.
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e GRUPO 2-Ratos SHR tratados com AvTx1 (DOSE 1- 5,0 pg./mL), icv. = { ::..% )o
e GRUPO 3-Ratos SHR tratados com AvTx1 (DOSE 2- 25,0 pg./mL), icv. B

e GRUPO 4-Ratos SHR tratados com AvTx1 (DOSE 3- 50,0 ug./mL), icv.
Todos os grupos irdo passar pela cirurgia de implantacao da canula, e os que nao forem

submetidos a algum tratamento, receberao salina 0,9% pelas devidas vias.

O estudante recebera treinamento para realizagdo do procedimento cirtirgico, fornecido pelo

orientador que acompanhara todos os experimentos.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Animais e Protocolo Experimental

No presente trabalho, serdo utilizados 56 ratos da linhagem SHR (14 ratos por grupo), sendo
estes machos com idade aproximada de 28 dias, provenientes do Biotério ICB-USP. Os animais
serdo alojados em gaiolas de polipropileno, com medidas de 49 cm por 34 cm por 16 cm, forradas
com maravalha esterilizada, com a temperatura mantida a 21 + 2 °C, com umidade relativa de 50-
60%, e periodos de luminosidade e escuridao ciclados a cada 12h, com inicio da iluminagao as 7
da manha. Os ratos serdo pesados diariamente (e antes de todos os procedimentos) para avaliagdao

clinica.

5.2. Drogas e Tratamento

Serdo utilizadas:
-AvTx1: A pegonha serd purificada, seu grau de pureza confirmado e sua estrutura quimica
apresentada segundo Pizzo (2004). Seguindo o protocolo do estudo ja mencionado, a molécula
isolada sera administrada em trés doses diferentes por grupo, tendo volume maximo de 3uL, via
intracerebroventricular, para garantir que ndo serd barrada pela barreira hematoencefilica, e assim

promovendo biodisponibilidade no sistema nervoso.

5.3. Coleta das Vespas

Aproximadamente 1000 operarias de A. vicina serdo coletadas manualmente, e serdo
armazenadas em uma caixa térmica com gelo seco (-20 °C). Em seguida, levados ao laboratorio e
armazenados em freezer a -80 °C. Com o auxilio de uma lupa, cada individuo sera analisado
individualmente, e sob gelo terdo as glandulas de veneno removidas, e colocadas em tubos tipo

Eppendorf ¢ armazenadas em um freezer -80 °C.
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5.4. Isolamento dos Componentes 5 {

As glandulas de veneno serdo trituradas com um pistilo de vidro contendo uma solugao de
acetonitrila e agua (ACN/H20; 1:1, v/v) e centrifugadas por 3 minutos a 1.000xg. O sobrenadante
sera coletado, a quantidade de proteina serd medida, usando o método de Bradford (1976) e
adicionados 10 volumes de 4acido trifluoroacético (TFA) a 0,1%. Esta solugdo serd injetada em
uma coluna de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa (C18, 2,5 x 25 cm,
Jupiter, Phenomenex, EUA) com uma vazao de 7,0 mL min! e eluida por um gradiente linear de
5 a 20% de ACN/H20 60% (v/v) (contendo 0,1% de TFA) por 45 minutos, seguido por 20—60%
por 4 minutos e 60-90% por 90 minutos. O eluato serd monitorado a 214 nm, coletado em banho
de gelo, liofilizado e armazenado em aliquotas a -80 °C. Esta etapa do projeto sera realizada no

laboratério do Dr. Norberto P. Lopes (FCFRP-USP); (Pizzo et al., 2004).
5.5. Espectrometria de Massas por Electrospray

A AvTxl1 (a fracdo ativa na inibi¢ao dos DAT) serd analisada por LC/MS para determinar
sua massa molecular relativa. Sera utilizado um instrumento Micromass, modelo ZMD, acoplado
a um sistema Waters Alliance modelo 2690, usando uma coluna Waters Nova-Pak C18 (2,2 x 150
mm, tamanho de particula de 3,5 um, tamanho de poro de 60 A); solvente A: TFA 0,1%/H-0 e B:
CHsCN 75%/A; gradiente: 5-95% de B por 30 min a 400 pL/min; faixa de A: 190-300 nm; e faixa
de massa: 500-3930 m/z. Esta etapa do projeto sera realizada no laboratério do Dr. Norberto P.

Lopes (FCFRP-USP); (Pizzo et al., 2004).

5.6. Taxa de Recuperacio

5.6.1. Absortividade das Fracoes

Os valores das absortividades a 215 nm serdo determinados para cada fracdo e para a peconha
desproteinizada em ACN/4agua (v/v; 1:1). A partir desses valores serd construida uma tabela para
estimarmos a taxa de recuperacao.

5.6.2. Concentracio protéica das fragoes

A concentragdo proteica e a pureza das amostras de peconha serdo estimadas por

espectrofotometria de microvolume (280 nm). As medigdes serdo realizadas em um

espectrofotometro NanoDrop™ (Thermo Fisher, EUA).

V'i{ 0 1@3’%
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5.7. Cirurgia Estereotaxica

Ratos (SHR e WKY) com idade aproximada de 28 dias, serdo anestesiados com isoflurano
(5% de isoflurano, 95% de ar, 250 CC/min), usando camara de inducgdo, e entdo, apos perda de
reflexos corneanos e podais, os animais serdo posicionados na mesa estereotdxica em posi¢ao
dectbito ventral mantidos com mascara de ar 2% de isoflurano a um fluxo de 250 CC/min, para
que nao acordem durante a cirurgia. A anestesia sera induzida em uma camara de isoflurano
transparente e vedada, com entrada para a mistura de oxigénio e isoflurano. A saida da camara
estara conectada a um filtro de carvao ativado ou ao sistema de exaustdo do prédio, garantindo a

captacdo segura dos gases residuais.

Em seguida serdo realizados os seguintes procedimentos em respectiva ordem: tricotomia,
injecdo de xilocaina subcutanea, incisdo (calvaria, 1,0 a 1,5 cm [longitudinal, na linha média do
cranio]), retirada de pele, trepanacao e por fim fixagdo da canula de ago inoxidavel (10mm) com
cimento odontoldgico acrilico, seguido pelo selamento da mesma com um fio de ago. A
implantacdo da canula seguird as coordenadas A.P.—0,9 mm; M.L.—1,6 mm; D.V.—3,4 mm a
partir do bregma, para alcangar o ventriculo lateral direito (Liberato, J. L. et al., 2018). Todos os
procedimentos serdo realizados tendo os sinais vitais dos ratos monitorados ao longo dos

procedimentos (que terdo duragdo de 20-30 minutos).

Durante a cirurgia estereotaxica, sera empregada analgesia pré e pds-operatoria com
Carprofeno (5 mg/kg, SC) ou Meloxicam (1-2 mg/kg, SC). A primeira dose serd aplicada 30
minutos antes da incisdo, e o tratamento continuard uma vez ao dia por 48 a 72 horas. Esses AINEs
serdo os analgésicos sistémicos de escolha. Durante o procedimento, serdo monitorados a
frequéncia respiratoria, o reflexo pedial e a temperatura corporal (mantida a 37 °C). No pos-
operatorio, serdo observados sinais de dor (postura encolhida, piloerecao, automutilagao e letargia)
e condigdes gerais (peso, hidratacdo e integridade do sitio cirirgico), com acompanhamento

intensivo nas primeiras 24—48 horas.

Com as canulas implantadas, os ratos terdo um periodo de 7 dias para se habituarem ao
implante, e serdo tratados com Penicilina G Procaina + Benzatina 40.000 -- 60.000 Ul/kg

Subcutanea, ao longo do periodo. (Raony et al., 2022).

Para a inje¢do dos farmacos pela canula sera utilizada uma bomba de microinje¢do, na
velocidade de 0,5 pL/min (Legato® 130 Syringe Pump, Harvard Bioscience Inc, EUA). Para o
procedimento, os ratos serdo colocados sob anestesia com mascara de ar 2% de isoflurano a um

fluxo de 250 CC/min, para que nao acordem.
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5.8. Analises Comportamentais

Durante os dias 8, 9, 10, 11 e 12 de experimentacao comegara o tratamento, com a introducao
da salina, e AvTx1, em seus respectivos grupos, seguido pelos testes comportamentais 40 minutos

apos a introducdo das substancias.

Os ratos ficardo nas instalacdes do biotério até que os periodos de habituacao, cirurgia, e

testes sejam finalizados.

A sequéncia de testes ira progredir de menos estressante para mais estressante, seguindo a

seguinte ordem: Campo aberto; Reconhecimento de Objeto; Labirinto em cruz elevada.

5.8.1 Teste de Campo Aberto

Para este teste serd utilizado um aparato de madeira, com 50 cm de altura x 60 cm de
diametro, com base dividida em quatro quadrantes iguais e ilumina¢do de 50-100 lux. Os ratos
serdo transportados para a area de testes individualmente e colocados ao centro da plataforma, e
entdo serdo gravados por 10 minutos. Os ratos terdo um periodo de habituagao de 5 minutos, porém
o mesmo sera gravado e analisado separadamente para evitar perda de dados possivelmente

relevantes (Walsh e Cummins 1976).

5.8.2 Teste de Reconhecimento de Objeto

Este teste sera realizado seguindo o protocolo descrito por Lueptow (2017), minimamente
modificado, sendo realizados ao longo de 3 dias. As sessdes de teste terdo 10 minutos, com
habituacdo breve apenas ao inserir o animal no campo experimental, sendo o teste 1 um
treinamento composto por dois objetos iguais, € o teste 2, que sera realizada a troca de um dos

objetos.

Ap6s definir a 4rea ao redor dos objetos, para identificar comportamentos de
reconhecimento/exploragdo do animal, os experimentos serdo gravados por 10 minutos, € entao
analisados manualmente. Caso os ratos nao atinjam uma intera¢ao de no minimo 20 segundos para
ambos 0s objetos no teste 1 e 2, durante o periodo de gravagdo definido, os dados ndo serdo
considerados, pois ndo ¢ possivel determinar se eles passaram tempo suficiente reconhecendo para

aprender.

5.8.3 Teste de Labirinto em Cruz Elevado

O teste possibilita avaliar sintomas de ansiedade e impulsividade em roedores (Pellow et al.,
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1985). A e P

Para avaliar o comportamento, os ratos serdo inseridos no centro do labirinto, com a cabega
voltada para um dos BFs, e entdo terdo seus movimentos registrados por 5 minutos, verificando o

tempo de entrada e permanéncia em cada uma das regides (Ramos et al., 1997).
5.9. Eutanasia

Os animais serdo pesados e entdo sera realizada eutandsia com uso de Isoflurano 5% em
camara fechada seguido de deslocamento cervical, para confirmagao da morte sera verificada a
auséncia de respiracao por mais de um minuto, auséncia de reflexos corneal e pedal, e auséncia de

batimentos cardiacos a palpagdo toracica.
5.10. Extracao de Material

Apods a eutanasia, para confirmacdo que a canula atingiu o ventriculo lateral direito, sera
aplicado azul de metileno através dela em todos os individuos. Em seguida, o cérebro sera

removido e serdo realizados cortes histologicos e produ¢do de laminas para e confirmagao.

Apbs o procedimento precedente, o cérebro sera inserido em solugdo sacarose a 30%, Acido
ascorbico 0,1% , EDTA 1 mM, e entdo armazenado em freezer -80 °C. Posteriormente sera dosado
o conteudo de DA por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccao Eletroquimica

(HPLC-EC) ou por Espectrometria de Massas Acoplada a Cromatografia (LC-MS/MS).
5.11. Analise Estatistica

As andlises propostas pelo presente projeto serdo feitas utilizando o programa
GraphPadPrism 6.0 com uso de ANOVA unidirecional, para avaliar a varidncia nos
comportamentos demonstrados entre os grupos de animais mencionados, posteriormente, serdo
realizadas andlises post hoc Student NewMan-Keuls. Serdo considerados estatisticamente

significativos os resultados com p < 0,05, assumindo distribui¢do normal dos dados.

6. CRONOGRAMA E EXECUCAO
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Etapas MESES

1) Revisdo de literatura X X X X [ XX | X|[X

2) Obtengdo de documentagao | X | X [ X
necessaria (CEUA)

3) Purificacdo e verificagdo do X | X
grau de pureza da AvTx1

4) Experimentagdo animal (SHR X [ X | X[ X
controle; SHR AvTx1 dosel;
SHR AvTx1 dose2; SHR
AvTx1 dose3; testes

comportamentais)
5) Verificagdo do X | X | XX
posicionamento da canula
6) 6) Seminarios no Laboratorio | X | X [ X X X X XX | X
7)Analise estatistica X[ X | X ]| XX
9) Divulgagao dos resultados em X | X

congressos especificos da area e
redacdo de um artigo cientifico
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