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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A doencga de Parkinson é a segunda doenga neurodegenerativa mais comum no
mundo, contudo sua etiologia permanece desconhecida. Os principais sintomas
incluem tremores, dificuldade de fala e degluticdo, dificuldade de locomogéo,
depressao, ansiedade, dentre outros que afetam diretamente a qualidade de vida do
paciente. Os tratamentos disponiveis buscam desacelerar o avango dos sintomas,
nao existindo cura. Neste contexto, esta dissertacdo busca compreender o papel de
cinco peptideos que, em uma pesquisa anterior, demonstraram ter papel biolégico na
doenga de Parkinson, complementando o conhecimento ja existente a respeito desta

doenca e possivelmente desenvolvendo um tratamento mais eficaz.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH
Parkinson's disease is the second most common neurodegenerative disease in the
world, but its etiology remains unknown. The main symptoms include tremors,
difficulty speaking and swallowing, difficulty moving, depression, anxiety, among
others that directly affect the patient's quality of life. Available treatments aim to slow
the progression of symptoms, but there is no cure. In this context, this dissertation
seeks to understand the role of five peptides that, in previous research, have been
shown to have a biological role in Parkinson's disease, complementing the existing

knowledge about this disease and possibly developing a more effective treatment.
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RESUMO

A doenca de Parkinson é a segunda enfermidade neurodegenerativa mais comum
no mundo, mas apesar do destaque em pesquisas recentes sua causa permanece
desconhecida, ndo existe cura e os tratamentos disponiveis visam apenas o controle
dos sintomas. Poucos estudos se concentram no papel de peptideos na doenga de
Parkinson, que comprovadamente possuem funcgédo biolégica em outras doencas
neurodegenerativas. Um estudo prévio demonstrou que 9 de 118 peptideos de
cérebro de zebrafish apresentaram alteragdo em um modelo de 6-hidroxidopamina,
neurotoxina mais comumente utilizada em estudos da doenga. Neste contexto, este
projeto de Mestrado visa compreender melhor o papel de 5 destes 9 peptideos. A
escolha dos peptideos foi feita com base em suas proteinas precursoras, sendo
elas: 1) Proteina de acido graxo 7 (FABP7), que tem relagdo com a expressao de
enzimas antioxidantes e protegdo contra sinalizacdo de apoptose; 2) Proteina
ribossomal mitocondrial S36, que na literatura esta relacionada a geracédo de NADH
na respiragdo aerobica, cuja redugdo tem correlacdo com doengas
neurodegenerativas; 3) Proteina 1-B relacionada a MARCKS, que controla o
movimento celular por meio da regulagdo do citoesqueleto de actina, entre outras
funcdes; 4) Transportador de aminoacido excitatorio 2 (EAAT2 - Excitatory Amino
Acido Transporter 2), proteina com papel essencial na reciclagem de glutamato, o
neurotransmissor mais abundante no cérebro de mamiferos; e 5) Timosina beta-4
(Tbeta4), peptideo de 43 aminoacidos cuja principal fungéo é regular a polimerizagao
de actina, que é necessaria para a organogénese e motilidade celular. Os peptideos
foram sintetizados quimicamente em fase sélida e caracterizados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas. Foi realizada a espectroscopia
de dicroismo circular. Ensaios de viabilidade celular por MTT foram feitos em
linhagens neuronais de camundongo (Neuro 2A) e humano (SHSY5Y). Ensaios de
embriotoxicidade e comportamentais foram realizados com larvas de zebrafish
wildtype, tal qual a quantificagdo de fluorescéncia de neurdnios dopaminérgicos por
meio de imunofluorescéncia. A linhagem transgénica de zebrafish
Tg(Huc:gfp/NeuroD:rfp) foi usada para avaliar a integridade neuronal total. Os
resultados indicam que o modelo transgénico e a imunofluorescéncia nao foram os
ideais para avaliar os danos causados pela 6-hidroxidopamina, nem os possiveis
danos ou reparos dos peptideos. Apesar disso, os resultados do ensaio de
viabilidade celular mostram que nenhum dos cinco peptideos apresentam
citotoxicidade até a concentragcdo de 512 uM. O ensaio comportamental indica que
todos os peptideos avaliados auxiliam na recuperagdo de movimento, e trés
peptideos apresentaram resultados estatisticamente iguais aos do grupo controle, o
que aponta para uma recuperacao total do movimento. Mais estudos sé&o
necessarios para compreender melhor o mecanismo de acao destes peptideos e se
eles sao realmente um potencial aliado contra a doenga de Parkinson.

Palavras-chave: doenca de Parkinson; peptideos; sintese de peptideos; zebrafish;

desenvolvimento de novos medicamentos.



ABSTRACT

Even though Parkinson’s disease is the second most common neurodegenerative
disease worldwide, its cause remains unknown, there is no cure and all different
treatment strategies available are able to only control the symptoms. Few studies
focus on the role of peptides in Parkinson’s disease, which have been shown to have
biological function in other neurodegenerative diseases. A previous study
demonstrated that 9 out of 118 zebrafish brain peptides presented alterations in a
6-hydroxydopamine model, the most commonly used neurotoxin in studies of this
disease. In this context, this Master’s project aims to better understand the role of 5
of these 9 peptides. The choice of peptides was made based on their precursor
proteins, which are: 1) Fatty acid binding protein 7 (FABP7), which is related to the
expression of antioxidant enzymes and protection against apoptosis signaling; 2)
Mitochondrial ribosomal protein S36, which literature shows that is related to the
generation of NADH in aerobic respiration, whose reduction is correlated with
neurodegenerative diseases; 3) MARCKS-related protein 1-B, which controls cell
movement through the regulation of actin cytoskeleton, among other functions; 4)
Excitatory amino acid transporter 2 (EEAT2), a protein with an essential role in the
recycling of glutamine, the most abundant neurotransmitter in the mammalian brain;
and 5), Thymosin beta-4 (Tbeta4), a 43-amino acid peptide whose main function is to
regulate actin polymerization, which is necessary for organogenesis and cell motility.
The peptides were chemically synthesized in solid phase and characterized by
high-performance liquid chromatography and mass spectrometry. Circular dichroism
was performed in order to define the secondary structure of each peptide. MTT cell
viability assays were performed in mouse (Neuro 2A) and human (SHSY5Y) neuronal
lines. Embryotoxicity and behavioral assays were performed with wildtype zebrafish
larvae. The quantification of dopaminergic neuron fluorescence by
immunofluorescence was made using Imaged. The transgenic zebrafish line
TG(Huc:gfp/NeuroD:rfp) was used to evaluate total neuronal integrity. The results
indicate that the transgenic model and immunofluorescence were not ideal to
evaluate the damage caused by 6-hydroxydopamine, nor the possible damage or
repair caused by treatment with the peptides. Despite this, the results of the cell
viability assay show that none of the five peptides present cytotoxicity up to the
concentration of 512 uM. The behavioral assay indicates that all the peptides have a
role in the recovery of movement. Three peptides presented results statistically equal
to those of the control group, which points to a full recovery of movement. Further
studies are needed to better understand the mechanism of action of these peptides
and whether they are truly a potential ally against Parkinson’s disease.

Keywords: Parkinson’s disease; peptides; peptide synthesis; zebrafish; new drugs

development.
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1 INTRODUGAO

A doenga de Parkinson (DP) é a segunda enfermidade neurodegenerativa
mais comum mundialmente, ficando atras apenas para a doenga de Alzheimer.
Segundo dados da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), mortes devido a DP
estdo aumentando mais rapidamente do que para qualquer outro disturbio
neurolégico. Ainda de acordo com dados da OMS, nos ultimos 25 anos o numero de
portadores da DP dobrou, chegando a 8,5 milhdes de pessoas em 2019, sendo a
causa de 329.000 mortes (WHO, 2022).

Patologicamente, a doenca se caracteriza pela disfungdo ou morte de
neurbnios dopaminérgicos, pelo acumulo de a-sinucleina em agregados
intracitoplasmaticos chamados corpos de Lewy, e por neuritos de Lewy, que sao
neurbnios anormais com filamentos e material granular também positivos para
a-sinucleina. Essas inclusbes neuronais levam a outras anormalidades como
organelas dismorficas, em especial as mitocéndrias (Shahmoradian et al., 2019). Os
primeiros indicativos, que muitas vezes se iniciam até 10 anos antes do diagnéstico,
incluem constipacao, desordens de sono e dor assimétrica nos ombros (Armstrong;
Okun, 2020). Os sintomas motores, que incluem tremores, dificuldade de fala e
locomogéo, dificuldade de degluticdo, entre outros, s&do os mais facilmente notados e
essenciais para o diagndstico. Contudo, o espectro clinico engloba também sintomas
nao-motores como depressao, ansiedade e declinio cognitivo, que se somam as
dificuldades do paciente (Garcia et al., 2019). Assim como em outras doengas
neurodegenerativas, o declinio do quadro do paciente tende a se prolongar ao longo
de décadas. Ainda ndo existem exames ou testes diagndsticos, que geralmente
acontece pela presenca de lentiddo dos movimentos voluntarios (bradicinesia),
rigidez das articulagbes e pelo menos mais dois critérios de suporte positivos, como

boa resposta a levodopa e tremor de repouso (Bloem et al., 2021).

A etiologia da DP ainda é desconhecida, mas na literatura atual vemos um
consenso de que o desenvolvimento da doenga depende da combinacgao de fatores
genéticos com fatores ambientais. Formas genéticas da DP costumam se
desenvolver precocemente, em pacientes préximos aos 40 anos, e estdo
relacionadas a mutacdes nos genes SNCA, LRRK2, PRKN, PINK1 e/ou GBA (Bloem

et al., 2021). Ja os fatores ambientais sdo mais desafiadores de tracar e envolvem
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nao s6 a exposi¢cao a determinado componente, mas também o estilo de vida do
paciente. A exposi¢cao a herbicidas e pesticidas tem se mostrado importante no
desenvolvimento da doenga (Macchi et al., 2020). Alguns estudos indicam que
lesdes cerebrais traumaticas podem também ser um fator de risco (Camacho-Soto et
al., 2017; Mackay et al., 2019). Fatores que a principio dificultam o desenvolvimento
da doencga sé&o ingestao regular de café, uso de medicamentos anti-inflamatérios e
pratica de atividade fisica, mas todos requerem estudos mais aprofundados para

compreender se realmente existe esta relacdo negativa (Bloem et al., 2021).

Em relagdo ao tratamento, atualmente existem estratégias que visam
controlar e desacelerar a progressao dos sintomas, ndo existindo cura para a DP. O
tratamento completo envolve mudancas de estilo de vida e acompanhamento com
uma equipe multidisciplinar contendo médico e enfermeiro especialistas,
fisioterapeuta, fonoaudidlogo, terapeuta ocupacional, dentre varios outros
profissionais. O apoio e auxilio de familiares também é bastante importante para o
paciente (Bloem et al.,, 2021). Algumas intervengdes ndo medicamentosas com
relatos positivos consistentes na literatura sao fisioterapia (Okada et al., 2021) e
pratica regular de atividade fisica aerdbica (Rodriguez et al., 2020). O estilo de vida
mais saudavel, que inclua uma rotina de exercicio fisico e dieta balanceada, sera um
complemento a intervengdao medicamentosa escolhida. Medicamentos disponiveis
hoje agem em um de quatro sitios ativos, sendo eles de dopamina, serotonina e
norepinefrina, acetilcolina ou glutamato e adenosina (Bloem et al., 2021). Todavia, a
adesao por pacientes costuma ser baixa por conta dos diversos efeitos colaterais

que incluem nausea, ortostatismo e narcolepsia (Armstrong; Okun, 2020).

A levodopa, medicamento inserido no mercado em 1960, ainda é o que
apresenta melhora mais significativa dos sintomas motores, contudo é um
medicamento com alguns desafios. A dificuldade de absor¢do e biodisponibilidade
foi contornada apd6s o desenvolvimento de diferentes formas de administragdo, mas
€ uma droga dose-dependente, ou seja, conforme o quadro do paciente avanga, €
necessario aumentar a dose administrada. Isso é importante ja que seu uso a longo
prazo em altas doses pode piorar os movimentos musculares involuntarios e
descontrolados (discinesia) (Jost et al., 2023). Logo, € essencial compreender

melhor a doenca e desenvolver tratamentos mais eficazes.
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Buscando ampliar as informag¢des acerca da DP e uma possivel cura,
diversos estudos tém sido realizados pela indugdo da DP em modelos animais, seja
por drogas, neurotoxinas naturais ou sintéticas ou com mutagdes in vivo. Cada
modelo conta com vantagens e desvantagens que devem ser consideradas. Existe
uma grande variedade de modelos transgénicos, em especial em camundongos,
mas todos alteram o desenvolvimento do animal ou levam anos para iniciar o
processo neurodegenerativo. Ja a indugao por drogas, como pela reserpina, por
exemplo, causa um fendtipo com poucos sintomas motores, o que dificulta seu uso
para observacdao comportamental. O mesmo acontece com a rotenona, herbicida e
pesticida natural que pode ser usada em C. elegans, Drosophila e roedores. A
neurotoxina MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina) também pode ser
administrada em uma variedade de animais, contudo em animais n&o primatas a
administragdo deve ser em doses altas e frequentes (Dovonou et al., 2023).

Um modelo bastante utilizado € o da 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
neurotoxina que, apesar de semelhante a dopamina, tem uma hidroxila adicional em
sua estrutura que a torna toxica aos neurbénios dopaminérgicos (Ungerstedt, 1968;
Hernandez-Baltazar et al., 2017). A 6-OHDA é transferida através do transportador
de dopamina e do transportador de recaptacdo de noradrenalina, exercendo efeitos
citotoxicos tanto por producdo de radicais livres quanto por inibicdo direta do
Complexo Mitocondrial | na cadeia respiratéria (Dovonou et al., 2023). Contudo, esta
neurotoxina nao atravessa a barreira hematoencefalica, o que torna necessaria a
aplicacado de uma injegao intracerebral, podendo ser intracisternal, intraventricular ou
diretamente no parénquima cerebral (Hernandez-Baltazar, 2017). E possivel aplicar
esta injecdo em pequenos peixes vertebrados como, por exemplo, o zebrafish
(Danio rerio).

Este pequeno peixe teledsteo tem ganhado espago como modelo alternativo
em pesquisas em diversas areas, inclusive em estudos sobre doencgas
neuropsiquiatricas e neurodegenerativas (Doyle; Croll, 2022). Diferentes partes do
cérebro de zebrafish sdo comparaveis ao humano e, de forma geral, se organizam
de forma similar. Também € possivel relacionar comportamentos e fenétipos entre as
espécies. Por exemplo, modelos de DP induzidos por neurotoxina geram mudangas
comportamentais como menor velocidade de nado e nado anormal, o que pode ser
comparado com sintomas de bradicinesia em pacientes de DP (Hughes et al., 2020).

Em relagcdo a fatores genéticos, 70% do seu genoma €& similar ao do humano,
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podendo chegar a 85% quando considerados apenas os genes envolvidos em
doencas (Razali et al., 2021).

Para a neurociéncia em especial, o uso do zebrafish como modelo tem
permitido correlacionar processos fisioldgicos e respostas comportamentais com vias
moleculares ou cascatas de sinalizagdo subjacentes, permitindo maior compreensao
a respeito dos mecanismos de homeostase do sistema nervoso central, assim como
processos patoldgicos, como no caso de doengas neurodegenerativas (Chia et al.,
2022). Além do mais, o uso do zebrafish se tornou uma alternativa para o
desenvolvimento de novos farmacos gragas ao aperfeicoamento e padronizagao do
modelo em estudos envolvendo variados repertérios comportamentais na area da
neuropsiquiatria (Fontana et al., 2018).

Embora existam diversos estudos que utilizam o zebrafish como modelo,
poucas pesquisas tém se atentado aos peptideos gerados durante o metabolismo
proteico, que é essencial na manutencao do funcionamento 6timo celular. Quando
ocorre uma falha na rede de chaperonas, por exemplo, que é responsavel por
reconhecer e auxiliar no enovelamento adequado de proteinas mal dobradas ou
danificadas, as proteinas mal formadas podem ser degradadas pelo Sistema
Ubiquitina-Proteassomo (Behl et al., 2022) ou através do sistema de autofagia
lisossomal (Nixon; Rubinsztein, 2024). O mal funcionamento desta funcé&o do
proteassomo pode ser a causa ou a consequéncia da agregagao de proteinas,
processo chave para a maioria das doengas neurodegenerativas (Tsoi et al., 2023).
A inibicdo da proteina chaperona, proteassomo ou da funcdo autofagica, por
exemplo, causa o acumulo de a-sinucleina, molécula encontrada nos corpos de
Lewy (Sahoo et al., 2022).

Devido ao avancgo de técnicas de analise molecular como a espectrometria de
massas, € possivel sequenciar um grande numero de peptideos provenientes de
misturas complexas sem a necessidade de isolar e analisar individualmente os
peptideos (Shrader; Fricker, 2024). Neste contexto, Fiametti et al. (2021)
compararam o perfil peptidico do cérebro de zebrafish de dois grupos: o grupo
controle, que recebeu injecdo intracerebral de solugdo salina, e o grupo modelo de
DP, que recebeu injegao intracerebral de 6-OHDA. Trés dias apds a injegdo o0s
animais foram eutanasiados, levados ao microondas para inibir a acdo de protease
pos-morte, € os cérebros foram dissecados. Para a peptidédmica, foram feitos pools

de cérebros onde os referentes ao grupo controle foram marcados com marcador
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isotopico leve (CH,O + NaBH;CN), e os do grupo 6-OHDA foram marcados com
marcador isotépico pesado (CD,O + NaBD,;CN). Dessa forma, € possivel visualizar
os dois grupos em uma unica corrida de espectrometria de massas, facilitando a
comparacgao entre os grupos. Fiametti e colaboradores (2021) identificaram que 9 de
118 peptideos identificados no cérebro de zebrafish sofrem alteracdo significativa
neste modelo de neurodegeneracdo com 6-OHDA, sugerindo que os peptideos
intracelulares tém significado biolégico na DP. Contudo, o papel destes peptideos na

DP ainda nao € compreendido.

Desta forma, esta dissertagdo teve como objetivo investigar como 5 dos 9
peptideos alterados no estudo de Fiametti et al. (2021) atuam na doenga de
Parkinson, analisando a possivel acdo neuroprotetora ou citotoxica dessas
moléculas utilizando larvas de zebrafish e 6-OHDA como modelo. A neurotoxina
6-OHDA foi escolhida por ser um modelo bem estabelecido em zebrafish (Fiametti et
al., 2021; Gomes et al., 2023; Romero et al., 2024). O zebrafish adulto apresenta
algumas vantagens de utilizagdo, como a facilidade de manuseio, baixo custo de
manutengao, alta taxa de reprodugao e ovos fecundados, entre outras. No entanto,
as larvas de zebrafish apresentam além dessas vantagens, o diferencial de ser
translucida. Isso possibilita uma série de técnicas e analises in vivo, como a
visualizagdo da absorgao de peptideos conjugados com fluoréforos, por exemplo,
qgue consta na presente proposta. Outra vantagem da larva de D. rerio em relagéao ao
adulto é que sua barreira hematoencefalica se desenvolve apenas no 5° dpf (days
post fertilization - dias apés fertilizagdo), o que dispensa a necessidade da injegéao
intracerebral com a 6-OHDA (Vaz et al., 2019). A escolha dos peptideos foi baseada
em suas proteinas precursoras, sendo todas envolvidas em fungdes neuronais ou

em processos neurodegenerativos.

Uma das alteragbes observadas por Fiametti et al. (2021), o peptideo
GVGFATRQYV (p-FABP7), derivado da proteina de ligagao de acido graxo 7 (FABP7),
apresentou um aumento (razdo média 6-OHDA/Salina igual a 4,07) no grupo tratado
com 6-hidroxidopamina. Islam et al. (2019) demonstraram que a FABP7 aumentada
eleva a expressdo de enzimas antioxidantes e protege contra a sinalizagdo de
apoptose. Gerstner et al. (2023) demonstraram que a deficiéncia de FABP7 causa
anormalidades na morfologia neuronal dendritica, afetando também funcgdes

sinapticas excitatorias. Islam et al. (2019) também demonstrou que outra proteina
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desta familia, a proteina de ligagdo de acido graxo 3 (FABP3), é critica para a
absorcao de a-sinucleina em neurénios dopaminérgicos e aumento da propagagao

de a-sinucleina, molécula encontrada nos corpos de Lewy (Bloem et al., 2021).

Outra alteracédo interessante demonstrada por Fiametti et al. (2021) foi a
diminuicdo do peptideo TLDLNEMDYIQRGGPE (p-MRPS36) (razdo média
6-OHDA/Salina igual a 0,53), derivado da proteina ribossomal mitocondrial S36
(MRPS36). Proteinas desta familia estdo envolvidas em mecanismos de translagao,
transcricdo, apoptose e manutengao celular (Bacon et al., 2024). Hevler et al. (2023)
sugerem que a MRPS36 teria um papel na geragdo de NADH na respiragéao
aerobica. Compagnoni et al. (2020) afirma que existe uma correlagdo entre doengas
neurodegenerativas e atividade mitocondrial reduzida, o que por extensao pode

significar que a MRPS36 tenha algum envolvimento na DP.

A terceira sequéncia peptidica alterada em Fiametti et al. (2021) escolhida
para investigacdo no presente estudo foi TKQTEETNSTPAPSEQKE
(p-MARCKS1B), derivada da regido C-terminal da proteina 1-B do substrato C
quinase rico em alanina miristoilada (proteina 1-B relacionada a MARCKS), que se
apresentou diminuida no grupo tratado com 6-OHDA (proporgdo meédia
6-OHDA/Salina igual a 0,28). As proteinas desta familia controlam o movimento
celular por meio da regulacéo do citoesqueleto de actina, envolvido na formagéao de
filopédio e lamelipédio, sendo altamente conservado entre os vertebrados,
desempenhando varios papeis relacionados ao crescimento do cérebro, migragao
neuronal, crescimento de neurito, liberacdo de neurotransmissor e plasticidade

sinaptica (Amri et al., 2018).

A quarta sequéncia, HESHLEPIE (p-EEAT2), que se apresentou diminuida no
grupo tratado com 6-OHDA (propor¢do média 6-OHDA/Salina igual a 0,46), é
derivada do Transportador de Aminoacido Excitatério 2 (EAAT2 — Excitatory Amino
Acid Transporter 2), proteina com papel essencial na reciclagem de glutamato, o
neurotransmissor mais abundante no cérebro de mamiferos (Fontana et al., 2023).
Estudos imunohistoquimicos com cérebro humano pds-morte indicam que a
diminuicdo de EEAT2 precedem perda neuronal em casos de doengas
neurodegenerativas como Doenga de Alzheimer (Viejo et al., 2021) e Esclerose

Lateral Amiotréfica (Alijanpour et al.,, 2023). A doenga de Alzheimer apresenta



21

sintomas como perda de memodria e habilidades de raciocinio, desorientagdo de
espaco e tempo, mudancas de personalidade, entre outros, e comumente conta com
a presenga de agregados de a-sinucleina (Twohig; Nielsen, 2019), o que também
ocorre na doenca de Parkinson. Ja a Esclerose Lateral Amiotrofica causa sintomas
como rigidez muscular, caimbras, dificuldade de mastigar e deglutir, entre outros.
Seus sintomas motores sdo consequéncia da degeneragdo dos neurbnios

associados a movimentos (Bonafede; Mariotti, 2017), similar ao que ocorre na DP.

Por fim, o peptideo TIEQEKQAGSS (p-Tbeta4), que se apresentou diminuido
no grupo tratado com 6-OHDA (propor¢do meédia 6-OHDA/Salina igual a 0,45) é
derivado da Timosina beta-4 (Tbeta4), peptideo de 43 aminoacidos cuja principal
funcao é regular a polimerizagao de actina, que é necessaria para a organogénese e
motilidade celular (Olianas et al., 2021). Além disso, estudos com o Tbeta4 indicam
que seja um peptideo que ajuda na recuperagao miocardica em casos pos-infarto
por meio da migragado celular, bem como na recuperagao de coérnea (Xing et al.,
2021) e figado (Yang et al., 2020). Também existem evidéncias de que o Tbeta4
ajude no tratamento de esclerose multipla por meio da recuperagdo da
funcionalidade neuronal, bem como na melhoria de lesdes induzidas por privagao de
oxigénio-glucose (Zhang et al., 2019) e reversdo do comprometimento cognitivo em
camundongos (Wang et al., 2021). Ou seja, o Theta4 pode ser um aliado na

recuperacao neuronal, e possivelmente este peptideo derivado também seja.

Desta forma, este projeto busca compreender o papel dos peptideos
escolhidos (Tabela 1) na doenga de Parkinson. Entendendo a ag&do neuroprotetora
ou citotdxica destes peptideos, sera possivel compreender melhor a prépria doenca

de Parkinson e, dessa forma, buscar um tratamento mais eficaz para a doenca.



Tabela 1 - Peptideos e respectivas proteinas precursoras

Peptideo

p-FABP7

p-MRPS36

p-MARCKS1B

p-EEAT2

p-Tbeta4

Sequéncia

GVGFATRQV

TLDLNEMDYIQRGGPE

TKQTEETNSTPAPSEQKE

HESHLEPIE

TIEQEKQAGSS

Fonte: elaboracao da autora (2025)

Proteina
precursora

Proteina de
Ligagdo de Acido
Graxo 7 (Fatty
Acid Binding
Protein 7)

Proteina
Ribossomal
Mitocondrial S36
(Mitochondrial
Ribosomal
Protein S36)

Proteina 1B do
substrato C
quinase Rico em
Alanina
Miristoilada
(Myristoylated
Alanine-rich
C-kinase
Substrate Related
Protein 1B)

Transportador de
Aminoacido
Excitatério 2
(Excitatory Amino
Acid Transporter
2)

Timosina beta-4
(Thymosin beta-4)
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Funcao da proteina

precursora

Elevagao da
expressao de
enzimas oxidantes;
Protecao contra
sinalizacéo de
apoptose;
Plasticidade
neuronal.

Translagao,
transcrigao,
apoptose e
manutencgao celular;
Geracao de NADH

na respiragao
aerdbica.

Controle do
movimento celular;
Formacgao de
filopodio e
lamelipédio;
Migragdo neuronal,
crescimento do

cérebro, plasticidade
sinaptica.

Reciclagem de
glutamato (o
€excesso de

glutamato ocorre em
doencas
neurodegenerativas).

Regulacéo da
polimerizagéo de
actina;

Motilidade celular;

Recuperagao de
diversos tecidos
apos diferentes
lesoes.
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2 OBJETIVOS
Avaliar os peptideos p-FABP7, p-MRPS36, p-MARCKS1B, p-EEAT2 e

p-Tbetad4 quanto as suas agdes neuroprotetoras ou citotdéxicas na larva de zebrafish

induzida a condi¢des parkinsonianas com 6-OHDA, por meio de:

Sintese quimica dos peptideos em fase sdlida utilizando o protocolo
Fmoc;

Purificagcédo e caracterizagcao dos peptideos sintetizados;

Analise da estrutura secundaria de cada peptideo por espectroscopia
de dicroismo circular;

Ensaio de viabilidade celular por MTT para determinar possivel
citotoxicidade dos peptideos;

Ensaio de toxicidade com embrides de zebrafish (FET test) para
determinar possivel toxicidade dos peptideos estudados in vivo;
Obtengao de imagens por microscopia confocal com fluorescéncia para
observar a integridade neuronal total no modelo transgénico de
zebrafish TG(HuC:gfp/NeuroD:rfp);

Quantificagdo de fluorescéncia de neurbnios dopaminérgicos em
zebrafish  wildtype  tratados  por imunofluorescéncia  para
tirosina-hidroxilase;

Ensaio comportamental com larva de zebrafish utilizando a 6-OHDA
como neurotoxina para induzir uma condigao semelhante a doenca de

Parkinson e observar a agao dos peptideos no modelo.
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3 METODOS

3.1. Sintese quimica dos peptideos

A sintese quimica dos peptideos foi realizada em fase sdlida, utilizando o
protocolo da quimica Fluorenilmetiloxicarboxil (Fmoc), onde a protecdo do grupo
alfa-amino é feita pelo Fmoc e as cadeias laterais dos residuos sao protegidas por
grupos terc-butil, tritil e terc-butiloxicarbonil, entre outros. Por ser base labil, a
retirada do Fmoc do grupo amino (desprotegédo) acontece em meio basico: solugao
de 20% 4-metilpiperidina em dimetilformamida (DMF), em agitagdo por 1 minuto,
seguido de lavagem com DMF e nova incubagdo sob agitagdo em solucdo de
4-metilpiperidina por 20 minutos. A etapa de acoplamento foi realizada pela ativagéo
dos grupos carboxila do Fmoc aminoacido a ser inserido com
N,N-diisopropilcarbodiimida (DIC)/N-hidroxibenzotriazol (HOBt). Nesta reagado foram
utilizadas duas vezes de excesso em relagao a quantidade de grupo amino existente
na resina, durante duas horas de agitacdo. Entre cada passo foram efetuadas
lavagens com DMF para eliminagdo do excesso de reagentes e subprodutos. Apés
cada etapa, foi efetuado um teste de ninidrina (Kaiser et al., 1970). Este reagente,
em altas temperaturas (~120°C), reage com grupos amino livres, liberando um
composto de cor azul (maioria dos aminoacidos) ou amarelo/amarronzado (prolina),

permitindo saber se o acoplamento (ou desprotecao) foi efetuado com eficiéncia.

Em todas as sinteses, foram utilizadas resinas Wang ja acopladas ao primeiro
aminoacido do C terminal de cada peptideo (Tabela 2). Por isso, foram utilizadas
diversas resinas Wang, cada uma com um diferente grau de substituicao, conforme
descrito na Tabela 2. Inicialmente, foi utilizada uma escala de 0.2 mmol e um
excesso de duas vezes para cada aminoacido. Contudo, apos as primeiras
purificagbes, percebemos que a massa final de peptideo puro era pouca, ja que no
final da sintese metade da massa da peptidil-resina foi separada para acoplar um
marcador fluorescente, o que sera descrito logo abaixo. Por isso, nas ultimas
sinteses realizadas utilizamos uma escala de 0,4 mmol e mantivemos o excesso de

duas vezes.
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Tabela 2 - Resinas, graus de substituicdo, escalas e excesso utilizadas para cada
sequéncia

Caédigo Resina utilizada Grau de Escala Excess
substituicao (mmol) o
(mmol/g)

p-FABP7 Fmoc-Val-Wang 0,59 0,2 2X

p-MRPS36 Fmoc-Glu(Otbu)-Wan 0,56 0,2 2 X
g

p-MARCKS1  Fmoc-Glu(Otbu)-Wan 0,56 0,4 2 x

B g

p-EEAT2 Fmoc-Glu(Otbu)-Wan 0,56 0,4 2 x
g

p-Tbetad Fmoc-Ser(tBu)-Wang 0,64 0,4 2 x

Fonte: elaboracao da autora (2025)

Ao fim de cada sequéncia sintetizada, a peptidil-resina foi pesada e metade
de sua massa foi separada para acoplar o marcador fluorescente Rodamina-B,
realizando novamente as etapas de acoplamento com Hobt e Dic como descrito
acima, obtendo-se assim os peptideos marcados com a sonda fluorescente, os quais

foram utilizados a fim de analisar se ha penetragao no cérebro do zebrafish.

A clivagem dos peptideos, que € o rompimento da ligagdo do peptideo com a
resina, foi realizada em solugcdo acida (acido trifluoracético - TFA) (Merck®),
conforme catalogo Novabiochem (2014) (Tabela 3), em frasco de cintilagdo, sob
agitacdo branda por 2 h. O volume utilizado foi na proporgdo de 10 mL de solugéo
para cada 1 g de resina. Depois, foi feita a precipitagdo do peptideo e da resina com
éter etilico gelado. Ao final, o peptideo foi dissolvido com uma solugdo contendo
0,045% de TFA em agua ultrapura e a mistura foi centrifugada para separar a resina.

O sobrenadante resultante contendo o peptideo foi liofilizado.

Tabela 3 - Método de clivagem de acordo com catalogo Novabiochem (2014)

Cadigo Sequéncia Método de Clivagem
p-FABP7 GVGFATRQV 95% TFA
p-FABP7-R RodaminaB-GVGFATRQV 2,5% TIS
p-MARCKS1B TKQTEETNSTPAPSEQKE 2,5% agua deionizada

p-MARCKS1B- = RodaminaB-TKQTEETNSTPAPSEQ
R KE
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Cadigo Sequéncia Método de Clivagem
p-EEAT2 HESHLEPIE
p-EEAT2-R RodaminaB-HESHLEPIE
p-Tbetad TIEQEKQAGSS
p-Tbeta4-R RodaminaB-TIEQEKQAGSS
p-MRPS36 TLDLNEMDYIQRGGPE 94% TFA

p-MRPS36-R RodaminaB-TLDLNEMDYIQRGGPE @ 2,5% EDODT
2,5% agua deionizada
1% TIS

Fonte: elaboragao da autora (2025)
3.2. Purificagao e caracterizagcao dos peptideos sintetizados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE/HPLC)

Cada peptideo foi primeiramente analisado em um cromatografico Shimadzu,
em uma coluna analitica (0,46 x 25 cm) de fase reversa C18 (Kromassil), para tracar
o perfil bruto de cada sintese. Essa primeira analise foi feita em gradiente de
5%-95% de Solucdo B em 30 minutos, com fluxo de 1 mL/min. Dessa forma, é
possivel analisar o tempo de retencdo de cada peptideo e, consequentemente,
determinar com qual porcentagem de Solugdo B o peptideo em questdo tem mais
afinidade. Essa informacao foi utilizada para tragcar o método de purificagao, onde o
inicio do método foi considerado aproximadamente 20% a menos de Solugdo B
indicado pelo tempo de retencao, até aproximadamente 20% a mais de Solucéo B,
em 90 ou 120 minutos. O protocolo de purificagao utilizado para cada peptideo esta

descrito na Tabela 4.

Tabela 4 - Protocolo de purificagdo de cada peptideo

Cadigo Tempo de % de Método de Purificagao
Retencgao Solugao
(min) B

p-FABP7 9,9 29,7 5% a 45% de Solugdo B em 120
min

p-FABP7-R 15,8 47 .4 20% a 70% de Solugéo B em 120
min

p-MRPS36 11,0 33,0 5% a 55% de Solugdo B em 120
min

p-MRPS36-R 15,2 45,6 20% a 70% de Solugéo B em 120
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Caédigo Tempo de % de Método de Purificagao
Retencgao Solugao
(min) B

min

p-MARCKS1B 4.4 13,2 1% a 35% de Solucédo B em 90
min

p-MARCKS1B-R 11,5 34,5 20% a 70% de Solugao B em 120
min

p-EEAT2 6,7 20,1 1% a 35% de Solugdo B em 90
min

p-EEAT2-R 12,4 37,2 10% a 55% de Solugao B em 120
min

p-Tbetad 4,0 12 1% a 25% de Solugéo B em 120
min

p-Tbeta4-R 17,7 53,3 20% a 70% de Solugéo B em 120
min

Fonte: elaboracao da autora (2025)

As purificagcbes dos peptideos sintetizados foram realizadas em modo
semipreparativo utilizando um CLAE Shimadzu, em coluna de fase reversa (2,1 x 25
cm) C18 (Phenomenex), conforme tabela 5 em fluxo de 5 mL/min. O grau de pureza
das fragcbes foi determinado em um cromatografico Shimadzu, em uma coluna
analitica (0,46 x 25 cm) de fase reversa C18 (Kromassil), de acordo com protocolo
previamente descrito para analise das fracdes brutas. As solugdes utilizadas para a
purificacéo e verificagao do teor de pureza dos peptideos foram 0,045 % de TFA em
agua ultrapura (Solugéo A) e 0,036 % de TFA em acetonitrila (Solugao B).

3.3. Espectrometria de Massas

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrofotdmetro de massas
LCQ FLEET ThermoScientific, com ionizagao por electrospray por inje¢ao direta, em
modo de detecgao positiva.

3.4. Dicroismo circular

O dicroismo circular, método por espectroscopia de absor¢dao que se baseia
na absorcado diferencial da luz polarizada circular, foi utilizado para determinar o

conteudo de estrutura secundaria dos peptideos. Para tanto, foram realizadas
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espectroscopias de dicroismo Ocircular (DC) em espectropolarimetro Jasco J-715.
Os espectros de DC foram obtidos em solugdo aquosa nos pHs 5 (tamp&o acetato
de sédio 0,1 mol/L), 7,4 (tampéo fosfato salino 0,027 mol/L) e 10 (tamp&o borax 0,1
mol/l), e em trifluoretanol (TFE), solvente conhecidamente estruturante. Foi
preparada uma solugcdo estoque em PBS a 1 mg/mL de cada peptideo, sendo a
concentracao final de peptideo em cada solugao de 120 uM.

3.5. Ensaio de viabilidade celular por MTT

Células Neuro 2A e SHSY5Y foram mantidas em uma estufa a 37° C
(atmosfera contendo 95% de ar e 5% de CO,) em meio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, Gibco®, Grand Island, NY, USA) e DMEM/F12 (mistura 1:1 de DMEM
e meio Ham’s F12, Gibco®, Grand Island, NY, USA) respectivamente, acrescidos de
100.000 unidades/L de penicilina, 0.1 g/L de estreptomicina e 10% de Soro Fetal
Bovino (Gibco®, Grand Island, NY, USA). Apds atingir confluéncia de ~80%, células
foram transferidas para uma placa de 96 pocos a uma densidade celular de 0.01 x
10°. Quando ~80% de confluéncia/pogo foi atingida, o meio foi trocado para DMEM
ou DMEM/F12 sem antibiéticos, com SFB e foram acrescentados cada peptideo em
uma diluicdo seriada de 512 uM até 1 pM. Dimetilsulfoxido (DMSO) 10% foi usado
como controle positivo. Apés 24 h, o meio foi removido e cada pogo foi
cuidadosamente lavado com tampé&o fosfato salino (PBS).

Apos a lavagem, 5 mg/mL de MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-,5-difeniltetrazdlio, Thermo Fisher Scientific) em DMEM ou
DMEM/f12 foi adicionado a cada pogo e as células foram incubadas a 37° C por 1 h.
O meio foi removido novamente e substituido por DMSO. As placas foram agitadas
por aproximadamente 15 minutos. Leitura de absorbancia foi realizada a 570 nm em
um espectrofotometro VERSAMax (Molecular Devices, USA). A analise estatistica foi
feita por teste ANOVA (one-way analysis of variance) seguido por teste Dunnett
para comparacgdes multiplas. Os dados foram analisados estatisticamente utilizando
GraphPad Prism Software (GraphPad Software Inc., San Diego, California, USA).

3.6. Condicionamento de Danio rerio

Zebrafish adultos foram mantidos em sistema autébnomo (Tecniplast,
Buguggiate, Italia), com temperatura (28 °C), condutividade (500 uS/cm2) e pH (7,5)

controlados, sob dieta viva (Artemia sp.) e seca. A criagao foi realizada em tanques
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de criacao fora do sistema, com seixos e plantas artificiais, na proporgao de 1 macho
para 1 fémea. Os tanques de criagao foram montados na noite anterior a reproducao
e na manha seguinte a agua foi trocada. Os ovos foram coletados, ovos né&o
fertilizados foram descartados e os peixes adultos foram devolvidos aos tanques do
sistema o mais rapido possivel. Os embrides foram criados em temperaturas
variando de 28 a 32°C em meio embrionario (0,05% de azul de metileno adicionado
a agua do sistema), e estagiados em horas ap6s a fertilizacdo (hpf) de acordo com
Kimmel e colaboradores (Kimmel et al.,, 1995). As linhagens de peixe utilizadas
foram do tipo selvagem (Tab5) e Tg(HuC:gfp/NeuroD:rfp). Todas as manipulagdes
foram realizadas seguindo as regulamentagdes locais aprovadas: CEUA-Instituto
Pasteur de Montevidéu e CNEA, bem como do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), aprovados pela CEUA do Instituto de
Biociéncias - Campus do Litoral Paulista (IB/CLP) da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP) (Protocolo n° 06/2023).
3.7. Ensaio de Embriotoxicidade em Zebrafish (FET Test)

Estes ensaios foram realizados no Instituto Pasteur de Montevidéu por meio
de BEPE (Bolsa Estagio de Pesquisa no Exterior - Processo FAPESP
#2023/12077-0). Apds a reprodugao, os embrides do tipo selvagem foram coletados
e criados a 32° C até 4 hpf. As 4 hpf, os ovos foram transferidos para uma placa de
Petri contendo uma fina camada de agarose 1% no fundo. Os ovos foram
decorionados conforme descrito anteriormente (Mandrell et al., 2011) com 0,1 mg/mL
de pronase (P5147 - Sigma-Aldrich) em meio embrionario por 15 minutos sob
agitacdo lenta e constante, depois enxaguados por cerca de 1 minuto 5 vezes, sob
agitacdo lenta e constante. Apés a decorionagdo, os embrides foram mantidos
dentro de uma incubadora a 28° C por 30 minutos, para garantir que nao tivessem
sofrido nenhum dano. Os embrides foram entao transferidos manualmente com uma
pipeta de vidro, para pocgos individuais em uma placa de 96 pocgos, com fundo
redondo, e foram colocados novamente em uma incubadora a 28°C por 30 minutos
para garantir que nenhum dano tivesse sido causado. As 6 hpf, a 4gua de cada poco
foi removida e foram adicionados 150 pL de cada peptideo diluido em meio
embrionario. Devido a limitagdes quanto a quantidade de peptideo levada ao
Uruguai, ao invés de testar 5 concentragdes diferentes como recomenda a diretriz da

OECD (Organization for Economic Co-Operation and Development), foram utilizadas
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duas concentragdes diferentes: 50 yM e 100 puM. Essas concentragdes foram
respectivamente a concentragao mais alta a ser estudada no ensaio comportamental
(Prabha et al., 2022) e o dobro desta concentragdo. Cafeina 2,4 mM foi utilizada
como controle positivo (Alvarez, et al., 2017). Cada poco teve sua solucéo renovada
a cada 24 horas para evitar degradacdo e garantir a biodisponibilidade das
moléculas. O desenvolvimento dos embrides foi observado as 24 horas, 48 horas, 72
horas e 96 horas e quaisquer anormalidades foram registradas. Embrides
coagulados, falta de formacédo de somitos, nao descolamento da cauda e falta de
batimento cardiaco foram considerados letais, e coluna curvada, edema no coragao
ou saco vitelinico e malformacéo foram considerados tragos de toxicidade (OECD,
2013).

3.8. Tratamento com 6-OHDA e peptideos nas larvas de Danio rerio

O tratamento com 6-OHDA foi realizado como descrito anteriormente (Vaz et
al., 2019). Larvas 4 dpf foram transferidas para uma placa de 96 pogos, com uma
unica larva por pogo, e tratadas com 6-OHDA a 750 uM. Apdos 24 horas, 0s
peptideos foram acrescentados a seus devidos grupos de estudo. Para a anélise de
integridade neuronal total (Toépico 3.9), foram usados peptideos sem marcador
fluorescente a 50 uyM. Para a analise de integridade de neurbnios dopaminérgicos
(Topico 3.10), foram usados peptideos acoplados a Rodamina-B a 50 pM. Para o
ensaio comportamental (Tépico 3.12), foram usados os peptideos sem marcador
fluorescente nas concentragées de 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM e 50 uM (Prabha et
al, 2022). Os animais foram incubados em suas respectivas solugdes por 24 h.

3.9. Analise de integridade neuronal total

Peixes Tg (Huc:gfp/NeuroD:rfp) foram utilizados para analisar a integridade
neuronal total. Esta cepa de peixe-zebra expressa fatores de transcricdo HuC e
NeuroD em neurbnios ativos, o que permite quantificar e comparar condicbes
neurolégicas em diferentes tratamentos. Para isso, os embrides desta linhagem
foram submetidos ao tratamento descrito no topico 8, com peptideos sem marcador
fluorescente a 50 pM. Terminadas as 24 h de incubagdo, os animais foram
eutanasiados e fixados em PFA (paraformaldeido)/PBS 4%, a 4°C. Os olhos foram
cuidadosamente removidos com pinga e agulha. Os embrides foram lavados cinco
vezes com PBS-T e incubados overnight com verde de metila (1:8000) diluido em

solugdo de bloqueio PBS-T-BSA a 4°C com agitagdo suave e constante. Apds
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incubagdo com coloragdo de DNA, todos os embrides foram lavados em PBS-T 3
vezes durante 30 minutos, depois duas vezes em PBS durante 10 minutos. Os
embrides foram entdo montados em cadmaras com glicerol 75%, Tris 50 mM, pH 8.

3.10. Analise de integridade de neurénios dopaminérgicos

Peixes wildtype foram submetidos ao tratamento descrito no topico 8, com
peptideos acoplados a Rodamina-B a 50 pM. Apds 24 h de incubagdo, os animais
foram eutanasiados e fixados em PFA (paraformaldeido)/PBS 4%, a 4°C. Os olhos
foram cuidadosamente removidos com pin¢ga e agulha. Os embrides foram entéo
lavados em PBS-T (PBS + Triton X-100 a 1%) 3 vezes durante 5 minutos e depois 1
vez durante 10 minutos. Em seguida, foram permeabilizados com tripsina-EDTA
(acido etilnodiamino tetra-acético) 0,25% em gelo por 20 minutos e lavados em
PBS-T, em gelo, por 10 minutos. O bloqueio foi realizado por lavagem em
PBS-T-BSA (Triton X-100 a 1%, albumina sérica bovina (BSA) a 0,1%, PBS) durante
30 minutos. A incubagdo com anticorpo primario de coelho anti-tirosina hidroxilase
Abcam ab112 diluido em solug&o de bloqueio PBS-T-BSA (1:200) foi feita overnight
a 4°C com agitagdo suave e constante. Cinco lavagens com PBS-T em agitacao
suave foram feitas e o anticorpo secundario anti-coelho Alexa 488 (1:500) e verde de
metila (1:8000) diluidos em solugao de bloqueio PBS-T-BSA foram incubados
overnight, a 4°C com agitacdo suave e constante. Apos incubagdo com anticorpo
secundario e coloracao de DNA, todos os embrides foram lavados em PBS-T 3
vezes durante 30 minutos, depois duas vezes em PBS durante 10 minutos. Os
embrides foram entdo montados em camaras com glicerol 75%, Tris 50 mM, pH 8.

3.11. Imagens de microscopia confocal

Para imagens de microscopia confocal, foi utilizado um microscopio Zeiss
LSM800 com uma objetiva de glicerol 25x. O software Image J foi usado para
processar as imagens.

3.12. Analise comportamental

Apods o tratamento descrito no tépico 3.8, no 6° dpf, ainda na placa de 96
pocos e com um uUnico peixe por pogo, as larvas tiveram seu comportamento filmado
por 5 minutos. Apds a filmagem de todos os animais, os videos foram processados

por um sistema de rastreamento automatizado (ToxTrac Versdo 2.96). Os
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parametros de analise foram velocidade média do nado e distancia total nadada no

periodo observado.



4 RESULTADOS

4.1. Sintese, purificacao e caracterizagao dos peptideos sintetizados

33

Todos os peptideos foram sintetizados (Tabela 5) purificados, obtendo-se um

grau de pureza >95%, e caracterizados com sucesso, conforme demonstrado nas

Figuras 1 e 2.

Tabela 5 - Sequéncias de aminoacidos dos peptideos sintetizados

Caédigo

p-FABP7
p-FABP7-R
p-MRPS36

p-MRPS36-R
p-MARCKS1B
p-MARCKS1B-R

p-EEAT2
p-EEAT2-R
p-Tbetad

p-Tbeta4-R

Sequéncia

GVGFATRQV
RodaminaB-GVGFATRQV
TLDLNEMDYIQRGGPE
RodaminaB-TLDLNEMDYIQRGGPE
TKQTEETNSTPAPSEQKE

RodaminaB-TKQTEETNSTPAPSEQ
KE

HESHLEPIE
RodaminaB-HESHLEPIE
TIEQEKQAGSS

RodaminaB-TIEQEKQAGSS

Fonte: elaboracéo da autora (2025)

Massa Molar
(g/mol)

934,05
1360,06
1851,01
2277,02
2005,06
2431,07

1090,15
1516,16
1177,22

1603,23



Figura 1 - Cromatogramas das fragdes brutas e puras dos

peptideos sintetizados.
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Fonte: elaboragéo da autora (2025).

Legenda: p-FABP7 (A, B), p-MRPS36 (C, D), p-MARCKS1B (E, F),
p-EEAT2 (G, H) e p-Tbeta4 (I, J). O grau de pureza das fragbes foi
determinado em um cromatografico Shimadzu, em uma coluna analitica
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(0,46 x 25 cm) de fase reversa C18 (Kromassil). As solugdes utilizadas
para a purificagdo e verificagdo do teor de pureza dos peptideos foram
0,045% de TFA em &agua ultrapura (Solugdo A) e 0,036% de TFA em
acetonitrila (Solugéo B), em uma corrida de 30 minutos em fluxo 1 mL/min,
iniciando a 5% de Solucéo B e finalizando com 95% de Solugédo B
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Figura 2 - Cromatogramas das fragbes brutas e puras dos

peptideos acoplados a Rodamina-B
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Legenda: p-FABP7-R (A, B), p-MRPS36-R (C, D), p-MARCKS1B-R (E, F),
p-EEAT2-R (G, H) e p-Tbetad4-R (I, J). O grau de pureza das fragbes foi

36



37

determinado em um cromatografico Shimadzu, em uma coluna analitica
(0,46 x 25 cm) de fase reversa C18 (Kromassil). As solugdes utilizadas
para a purificacdo e verificacdo do teor de pureza dos peptideos foram
0,045% de TFA em &gua ultrapura (Solugcdo A) e 0,036% de TFA em
acetonitrila (Solugéo B), em uma corrida de 30 minutos em fluxo 1 mL/min,
iniciando a 5% de Solugao B e finalizando com 95% de Solugéo B.

A respeito da purificagdo do peptideo p-MRPS36-R (Figura 2D), é importante
comentar sobre o pico em aproximadamente 17 minutos. Apesar de diversas
tentativas de purificar esta sequéncia, este pico continuou aparecendo. A amostra foi
entdo analisada por LC/MS (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) e foi
observado que este segundo pico, aos ~17 minutos, tem a mesma massa molecular
que nosso material de interesse. Desta forma, pode-se considerar este perfil como
puro, visto que ao menos 95% do material apresentado € o peptideo de interesse.

4.2. Espectrometria de massas

Utilizamos a espectrometria de massas para confirmar se o material
sintetizado e purificado realmente € o material de interesse. Para isso, calculamos a
razao massal/carga de cada peptideo. Ou seja, somamos o massa molar (MM) do
peptideo de interesse com cada carga utilizada na espectrometria de massas,
dividimos pela prépria carga em questao ((MM+z)/z), e comparamos o resultado com
o valor de cada pico do espectro obtido. Se os numeros da razao massa/carga e de
pelo menos um pico do espectro forem iguais, isso indica que o peso molecular do
material é igual ao do material de interesse, ou seja, a sintese foi feita corretamente,

conforme demonstram as Figuras 3 e 4.
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Figura 3 - Espectros de massas dos peptideos sintetizados
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Fonte: elaboragéo da autora (2025).

Legenda: p-FABP7 (A), p-MRPS36 (B), p-MARCKS1B (C), p-EEAT2 (D) e p-Tbetad4 (E). Setas
indicam picos que confirmam a sintese correta de acordo com a razdo massa/carga. Os espectros
de massas foram obtidos em um espectrofotdbmetro de massas LCQ FLEET ThermoScientific, com
ionizagao por electrospray por injecao direta, em modo de detecgao positiva.



Figura 4 - Espectros de massas dos peptideos acoplados a Rodamina-B
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Legenda: p-FABP7-R (A), p-MRPS36-R (B), p-MARCKS1B-R (C), p-EEAT2-R (D) e p-Tbeta4-R
(E). Setas indicam picos que confirmam a sintese correta de acordo com a razdo massa/carga. Os
espectros de massas foram obtidos em um espectrofotdbmetro de massas LCQ FLEET
ThermoScientific, com ionizagdo por electrospray por injecdo direta, em modo de detecgao
positiva.

4 .3. Dicroismo circular
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A espectroscopia de dicroismo circular (DC) € um método amplamente

utilizado para avaliar estruturas secundarias de diferentes moléculas como proteinas

e peptideos. E um método espectroscopico éptico baseado na absorcdo de luz

polarizada (Chem. Soc. Rev., 2021). Um espectro de DC indica uma estrutura

completa em hélice quando duas bandas negativas sdo mostradas em ~222 e ~208

nm, e uma banda positiva em ~190 nm. Uma molécula com estrutura completa em

folha-f tem uma banda negativa entre 210-220 nm e uma banda positiva entre

195-200 nm. Uma molécula de estrutura aleatéria tem uma banda negativa em 200
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nm (Ranjbar et al., 2009). Neste estudo, o DC foi realizado em 3 pHs diferentes (5,
7,4 e 10) para observar possivel modificagao estrutural e estabilidade do peptideo e
também em trifluoretanol (TFE), um solvente conhecidamente estruturante e

estabilizante (Vincenzi et al., 2019) (Figura 5).

Figura 5 - Espectros de dicroismo circular dos peptideos sintetizados.
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Fonte: elaboragdo da autora (2025).
Legenda: p-FABP7 (A), p_MRSP36 (B), p-MARCKS1B (C), p-EEAT2 (D) e p-Tbeta4 (E) nos pHs 5
(preto), 7,4 (vermelho), 10 (azul) e TFE (violeta).

Na maioria dos pHs observados, os peptideos apresentam estrutura
majoritariamente randémica, com excecdo de p-MRPS36 e p-Tbeta4 em TFE. Os
dois peptideos apresentaram perfis de hélice no agente estruturante.

4.4. Ensaio de viabilidade celular por MTT

Neuro 2A é uma linhagem celular de neuroblasto de camundongo (ATCC
CCL-131) amplamente usada em pesquisas em neurociéncia, enquanto SHSY5Y é
uma sublinhagem clonada de neuroblastoma humano (ATCC CRL-2266) e € a
linhagem celular mais comumente usada em pesquisas in vitro sobre DP (loghen et
al., 2023). Para investigar se os peptideos sao citotdxicos, o ensaio de citotoxicidade
por MTT foi realizado em ambas as linhagens celulares. As concentragbes dos
peptideos comegaram em 512 uyM e seguiram uma diluigdo seriada até 1 yM. DMSO

10% foi usado como controle positivo.
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O tratamento em células Neuro 2A (Figura 6) indica que todos os peptideos
nao apresentam citotoxicidade. Isso inclui todas as concentragdes estudadas, até

mesmo a mais alta de 512 yM.

Figura 6 - Viabilidade celular (%) de células Neuro 2A tratadas em diferentes

concentracdes dos peptideos.
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Fonte: elaboracdo da autora (2025).
Legenda: p-FABP7 (A), p-MRPS36 (B), p-MARCKS1B (C), p-EAAT2 (D) e p-Tbeta4 (E). Os
experimentos foram realizados em duplicatas, em trés ocasides diferentes. ****, p<0,0001.

A Figura 7 mostra que os peptideos tampouco apresentaram citotoxicidade na

linhagem de neuroblastoma humano, SHSYS5Y.
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Figura 7 - Viabilidade celular (%) de células SHSY5Y tratadas em diferentes

concentracdes dos peptideos.
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Fonte: elaboracao da autora (2025).
Legenda: p-FABP7 (A), p-MRPS36 (B), p-MARCKS1B (C), p-EAAT2 (D) e p-Tbeta4 (E). Os
experimentos foram realizados em duplicatas, em trés ocasides diferentes. ****, p<0,0001.

4.5. Ensaio de Embriotoxicidade em Zebrafish (FET Test)

Como mencionado anteriormente, duas concentracbes de cada peptideo
foram utilizadas no teste FET. p-FABP7 50 uM foi a Unica concentragao do peptideo
que nao apresentou qualquer tipo de alteragdo em comparagédo ao grupo controle.
Para todas as outras concentracbes de peptideos, embora tenha ocorrido pelo
menos uma caracteristica de toxicidade ou morte, os resultados indicam que os
péptidos sdo provavelmente nao toxicos. Os resultados sdo mostrados abaixo na
Tabela 6 e nas Figuras 8-11.
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Tabela 6 - Caracteristicas de toxicidade e letalidade de cada concentracido de peptideo observada no ensaio de embriotoxicidade

p-FABP7 p-MRPS36 p-MARCKS1B p-EEAT2 p-Theta4 Cafein  Control
a e
50uM 100pM S50 puM 100 pM 50 uM 100 yM 50 uM 100 pM 50 uM 100 uM 2.4 mM
24 h  Coluna curvada - - - - - - - - - - - -
Edema de saco - - - - - - - - - - - -
vitelino
Edema - - - - - - - - - - - -
cardiaco
Malformagéo - - - - - - - - - - 1 -
Morte - - - - - - - - - - - -
48 h  Coluna curvada - - - - - - - - - - 17 -
Edema de saco - - - - - - - - - - - -
vitelino
Edema - - - - - - - - - - 6 -
cardiaco
Malformacéao - - - - - - - - - - - -
Morte - 2 6 4 6 2 2 3 3 2 - -
72 h Coluna curvada - - - - - - - - - - 7 -
Edema de saco - - - - - - - - - - 1 -

vitelino



Edema
cardiaco

Malformacéao

Morte

10

96 h Coluna curvada

Edema de saco
vitelino

Edema
cardiaco

Malformacéao

Morte

Total  Coluna curvada

Edema de saco
vitelino

Edema
cardiaco

Malformacéo

Morte

24

16

15

Total Coluna curvada
%

Edema de saco
vitelino

Edema

4,16%

100%

29,16

66,66
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cardiaco
Malformacgéao - -

Morte - 8,33%

29,16
%

16,66%

25%

8,33%

12,5%

12,5%3

16,66%

12,5%

%
4,16%
62,5%

Fonte: elaboragao da autora (2025)
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Figura 8 - Embrides de zebrafish tratados com cada peptideo a 50 uM e 100
MM a 24 hpf.

Control Caffeine 2.4 mM

e

; § y ;
p-FABP7 50 pM  p-MRPS36 50 pM  p-MARCKS1B 50 pM  p-EEAT2 50 yM p-Thetad 50 pM

p-FABP7 100 pM  p-MRPS536 100 pM p-MARCKS1B 100 pM p-EEAT2 100 pM p-Thetad4 100 pM

Fonte: elaboragéo da autora (2025).
Legenda: Um embrido tratado com cafeina 2,4 mM apresentou malformagéo. Todos os outros
embrides apresentaram desenvolvimento normal.

Figura 9 - Embrides de zebrafish tratados com cada peptideo a 50 uM e 100
MM a 48 hpf.

Control Caffeine 2.4 mM

b |

p-Theta4 100 pM

p-FABPT7 100 M p-MRPS36 100 pM  p-MARCKS1B 100 uM  p-EEAT2 100 pM

Fonte: elaboragéo da autora (2025).
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Legenda: Embrido tratado com cafeina 2,4 mM apresentou coluna curvada e edema
cardiaco. Todos os outros embrides apresentam desenvolvimento normal.

Figura 10 - Embrides de zebrafish tratados com cada peptideo a 50 uM e
100 uM a 72 hpf.
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p-FABP7 100 pM p-MRPS36 100 yM P-MARCKS1B 100 uM  p-EEAT2 100 pM p-Tbeta4 100 pM

Fonte: elaboragéo da autora (2025).

Legenda: Um embrido tratado com p-MARCKS1B 50 uM apresentou edema cardiaco.
Embrides tratados com cafeina 2,4 mM apresentaram edema cardiaco e coluna curvada.
Todos os outros embrides apresentaram desenvolvimento normal.

Figura 11 - Embrides de zebrafish tratados com cada peptideo a 50 uM
e 100 yM a 96 hpf.

% s :
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p-FABP7 100 pM p-MRPS36 100 pM  p-MARCKS1B 100 pMm p-EEAT2 100 uM p-Tbeta4 100 pM

Contrél
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Fonte: elaboracdo da autora (2025).
Legenda: Cafeina 2,4 mM - edema cardiaco, edema de saco vitelino, coluna curvada.
Todos os outros embrides apresentam desenvolvimento normal.

4.6. Analise de integridade neuronal total

A fluorescéncia média de toda a imagem (Figura 12) foi medida usando o
software Image J. Tanto para a fluorescéncia NeuroD (Figura 13) quanto para a
fluorescéncia HuC (Figura 14), nao foi observada diferenga significativa de
fluorescéncia entre o grupo controle e os embrides tratados com 6-OHDA, nem em
comparagao com os embrides tratados com peptideo. Esses resultados nos levam a
acreditar que essas linhagens ndo s&o as mais adequadas para observar as

possiveis diferengas entre os grupos estudados.

Figura 12 - Imagens demonstrativas de embrides transgénicos
TG(HuC:gfp/NeuroD:rfp).

Fonte: elaboracao da autora (2025).
Legenda: (A) Grupo controle. (B) Grupo 6-OHDA. Em verde, HuC; em magenta, NeuroD;
em ciano, DNA.



Figura 13 - Fluorescéncia média
de NeuroD em embrides de
zebrafish tratados com os

peptideos.

NeuroD

12000+

8000

Fluorescence

Fonte: elaboracéo da autora (2025).
Legenda: Embrides 4 dpf foram
incubados em solugdo de 6-OHDA
750 uM por 24 h, depois em solugéo
contendo cada peptideo a 50 uM
por 24 h.

Figura 14 -  Fluorescéncia
média de HuC em embrides de
zebrafish tratados com os

peptideos.

HuC
30000-

Fluorescence
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Fonte: elaboragéo da autora (2025).
Legenda: Embrides 4 dpf foram
incubados em solugdo de 6-OHDA
750 uM por 24 h, depois em solugéo
contendo cada peptideo a 50 uM
por 24 h.

4.7. Analise de integridade de neurbénios dopaminérgicos

A fluorescéncia foi medida utilizando Image J. Primeiramente, os neurdnios
catecolaminérgicos marcados pela imunofluorescéncia foram encontrados no
telencéfalo do zebrafish (Figura 15). Estes neurdnios sao analogos aos neurdnios
dopaminérgicos em humanos. Foi criado um Z-stack contendo 10 camadas antes e
10 camadas depois do ponto onde o0s neurdnios dopaminérgicos apresentaram
maior fluorescéncia. Apods isso, a fluorescéncia média foi calculada pelo mesmo
software.

A quantificagdo da fluorescéncia anti-TH também n&o resultou em
significancia estatistica (Figura 16), mas neste cenario o 6-OHDA apresentou menos
fluorescéncia nos neurénios dopaminérgicos do que no grupo controle, o que indica
que foi um modelo melhor, ainda que nao ideal, para observar a possivel influéncia
dos peptideos neste modelo de DP. O peptideo p-EEAT2-R apresentou a
fluorescéncia mais alta e todos os peptideos, exceto p-Tbeta4-R, apresentaram

fluorescéncia mais alta que o grupo controle.

Figura 15 - Imagens demonstrativas de imunofluorescéncia de

embribes wildtype.

Fonte: elaboracao da autora (2025).
Legenda: (A) Grupo controle. (B) Grupo 6-OHDA. Em ciano, DNA; em verde,

neurdnios dopaminérgicos.
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Figura 16 - Imunofluorescéncia de
anti-tirosina hidroxilase em embrides de
zebrafish tratados com os peptideos

acoplados a Rodamina-B.
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Fonte: elaboracdo da autora (2025).

Legenda: Embrides 4 dpf foram incubados em
solugdo de 6-OHDA 750 uM por 24 h, depois em
solugdo contendo cada peptideo acoplado a
Rodamina-B a 50 uM por 24 h.

A fluorescéncia da rodamina-B também foi quantificada, com o objetivo de
observar se e onde o peptideo penetrava e se eles se concentravam mais em uma
area do que em outra, por exemplo. Foi possivel observar apenas que p-MRPS36-R
apresentou maior concentragao de Rodamina-B que o grupo controle (Figura 17). Ao
observar as fotos tiradas no microscopio confocal, ndo foi possivel identificar se o
peptideo estava mais concentrado em uma regido especifica. Em vez disso, o que

foi observado foi um fundo magenta conforme mostrado na Figura 18.



Figura 17 - Fluorescéncia de Rodamina-B
em embrides tratados com os peptideos

acoplados a Rodamina-B.

Rhodamine-B
15000 #

10000

5000

Fluorescence

Fonte: elaboragéo da autora (2025).

Legenda: Embrides 4 dpf foram incubados em
solucdo de 6-OHDA 750 uM por 24 h, depois em
solugdo contendo cada peptideo acoplado a
Rodamina-B a 50 uM por 24 h.

Figura 18 - Imagens demonstrativas da regido do telencéfalo de D.

rerio tratadas com imunofluorescéncia anti-tirosina hidroxilase.

Fonte: elaboragéo da autora (2025).
Legenda: (A) Grupo controle. (B) p-MRPS36-R 50 uM. Em ciano, DNA; em verde,
neurdnios dopaminérgicos; em magenta, Rodamina-B.
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4.8. Ensaio comportamental de Danio rerio

Como demonstrado nas Figuras 19 e 20, todos os cinco peptideos
demonstraram uma melhora significativa da velocidade média (mm/s) e distancia
percorrida (mm) em comparagdo com o grupo 6-OHDA nas duas concentragdes
mais altas estudadas, 40 uyM e 50 puM. Os peptideos p-FABP7, p-MRPS36 e
p-Theta4, em comparagéo ao grupo Controle, ndo tiveram diferenga significativa na
maior concentragdo estudada. Isto sugere que os peptideos de alguma forma

ajudam a recuperar da deficiéncia de movimento causada pelo 6-OHDA.

Figura 19 - Velocidade média de zebrafish selvagem tratado com 6-OHDA

750 uM, seguido por cada peptideo em diferentes concentragdes.
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Fonte: elaboragao da autora (2025).

Legenda: As concentragdes utilizadas dos peptideos foram: 10 yM, 20 uM, 30 uM, 40 uM
e 50 uM. #, p<0.01, ##, p<0.001, ###, p<0001, #HH, p<0.00001 em comparagdo com 0
grupo controle. *, p<0.01, **, p<0.001, ***, p<0.0001, ****, p<0.00001 em comparagao com
0 grupo 6-OHDA.



Figura 20 - Distancia total nadada por zebrafish selvagem tratado com
6-OHDA 750 uM, seguido por cada peptideo em diferentes concentragdes.
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Fonte: elaboragéo da autora (2025).

Legenda: As concentragdes utilizadas dos peptideos foram: 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM e
50 uM. #, p<0.01, ##, p<0.001, ###, p<0001, ##HH, p<0.00001 em comparagao com o grupo
controle. *, p<0.01, **, p<0.001, ***, p<0.0001, ****, p<0.00001 em comparagao com o grupo
6-OHDA.
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5 DISCUSSAO

Apesar de ser a segunda doenga neurodegenerativa mais comum no mundo,
a causa da DP continua desconhecida. Além disso, os tratamentos existentes
apresentam diversos efeitos colaterais e buscam apenas melhorar os sintomas e
desacelerar a piora do quadro do paciente. Por conta disso, diversos estudos tém
buscado compreender melhor a propria DP, como também encontrar estratégias
para melhorar o tratamento e, quem sabe, curar a doenga. Neste cenario, em um
estudo anterior Fiametti et al. (2021) identificaram que 9 de 118 peptideos no
cérebro de zebrafish sofrem alteragdo significativa em um modelo de
neurodegeneragdo com 6-OHDA, o que sugere que os peptideos intracelulares
tém importancia bioldgica na DP. Contudo, o papel destes peptideos na doencga
permanece desconhecido. Dos 9 peptideos identificados por Fiametti et al. (2021)
como estatisticamente significantes, 5 foram escolhidos para estudo neste
mestrado.

Como sao peptideos inéditos, € importante caracteriza-los em relagédo a
hidrofobicidade, por exemplo, e as suas estruturas. Por meio dos cromatogramas
€ possivel calcular a porcentagem de solugao apolar pelo qual cada peptideo tem
mais afinidade, conforme descrito no item 2 dos métodos. A sequéncia com maior
afinidade pela acetonitrila (mais hidrofébica) foi p-MRPS36 (33%), seguida por
p-FABP7 (22,2%), p-EEAT2 (20,1%), p-MARCKS1B (13,2%) e p-Tbeta4 (12%).
Essa informacao sera importante em etapas futuras do estudo destas moléculas
ja que podem definir ou impedir determinada forma de administracdo em
mamiferos, por exemplo.

E possivel comparar a estrutura secundaria indicada pelo espectro DC de
cada peptideo com as respectivas proteinas precursoras. FABP7 possui
dobramento em folha-f na maior parte de sua estrutura, mas apresenta duas
areas proximas em hélice, que é onde p-FABP7 esta localizado (Lenz et al.,
2023). Porém, o espectro DC do p-FABP7 (Figura 5A) indica uma estrutura
aleatoria para este peptideo em todos os pHs estudados e também em TFE.

MRPS36 tem uma estrutura aleatdoria com quatro areas distantes que se
desenvolvem em hélice (Hevler et al., 2023). Seu espectro DC do p-MRPS36
(Figura 5B) indica que em todos os pHs estudados este peptideo permanece com
uma estrutura aleatéria, mas em TFE seu perfil muda para um helicoidal,

mostrando que esta configuragéo é possivel.
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Os peptideos p-MARCKS1B (Figura 5C) e p-EEAT2 (Figura 5D) tiveram
resultados semelhantes: seus espectros mostram que nos 3 pHs estudados e
também em TFE ambos os peptideos permaneceram em estrutura randémica. A
proteina 1-B relacionada a MARCKS tem uma estrutura predominantemente
aleatéria (Brudvig; Weimer, 2015), enquanto EEAT2 tem uma estrutura
majoritariamente em hélice (Zhang et al., 2022).

Em relagdo ao Tbeta, o peptideo precursor de 43 aminoacidos tem
principalmente uma forma aleatéria, mas possui duas hélices em sua estrutura
(Hoch; Volk, 2016). O DC de p-Tbeta4 (Figura 5E) indica que o peptideo derivado
mantém uma estrutura aleatéria nos pHs estudados, mas em TFE o perfil muda
para o de hélice.

A respeito da citotoxicidade, duas linhagens celulares foram usadas para
realizacao de ensaios de viabilidade celular por MTT. Este ensaio baseia-se na
reducdo dos sais amarelos de tetrazolio por redutases mitocondriais de células
metabolicamente ativas. Formam-se, intracelularmente, cristais azuis que sao
solubilizados e posteriormente analisados por espectrofotometria UV/visivel
(Ghasemi et al., 2021). O ensaio foi realizado em linhagem de neuroblasto de
camundongo e também em uma sublinhagem clonada de neuroblastoma humano.
Foi realizada uma diluicido seriada de 512 uyM até 1 yM de cada peptideo. Em
ambas as linhagens, nenhum peptideo apresentou diferenca estatisticamente
significante com o grupo controle em nenhuma das concentragdes estudadas
(Figuras 7 e 8).

Ainda se referindo a toxicidade, o ensaio de embriotoxicidade em zebrafish foi
feito com apenas duas concentragdes de cada peptideo devido a limitagbes de
quantidade de material. Isso impossibilitou o calculo da concentracao letal de 50%
dos embrides (LCsy), que é uma informacdo importante para seguir para fases
mais avang¢adas do estudo dessas moléculas como ferramenta contra a DP. A
possibilidade de repetir esse ensaio no Brasil esta sendo estudada e
possivelmente acontecera em um momento futuro. Essa repeticdo sera
importante ndo apenas para o calculo da LCs, mas também para melhor
compreensao dos resultados obtidos nos ensaios realizados. Tratamento com
todos os peptideos, com excecédo de p-FABP7 a 50 uM, levou a morte de alguns
embrides, porém sem nenhuma apresentagao prévia de traco de toxicidade. Além

disso, ndo € possivel tragcar um padrao em relagdo as mortes. Por exemplo, o
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tratamento com p-MRPS36 a 50 yM causou 29,16% de letalidade, enquanto
tratamento com o mesmo peptideo a 100 uyM causou apenas 16,66% de
letalidade. O motivo disto nao ficou totalmente claro, mas é possivel que tenha
relacdo com a forma de decorionizagao escolhida, ou ainda com a propria
manipulacdo dos embrides durante o emplacamento e tratamento.

Apesar do ensaio comportamental ter sido realizado com a intencdo de
observar apenas o comportamento das larvas de zebrafish apds o tratamento
descrito nos meétodos, seus resultados demonstraram que o tratamento agudo
com cada peptideo em concentracdes de até 50 pM ndo é toxico. E possivel
afirmar isso ja que nao houve letalidade apds a imersdo por 24 h dos embrides
em solucdo com diferentes concentragdes das moléculas em questdo. Para além
disso, tratamento com todos os peptideos nas concentragoes de 40 uM e 50 yM
demonstraram recuperagao estatisticamente significativa da fungdo motora dos
animais observados. Tratamento com p-FABP7, p-MRPS36 e p-Tbeta4 a 50 uM
resultou em resultados estatisticamente iguais aos do grupo controle nos dois
parametros analisados, que foram velocidade média do nado e distancia total
nadada. E possivel que esses resultados tenham relacdo com a funcdo das
proteinas precursoras de cada peptideo, o que sera discutido a seguir.

O primeiro peptideo, p-FABP7, é derivado da proteina de ligacdo a acidos
graxos 7. As proteinas de ligacao a acidos graxos (FABPs) sao proteinas de baixo
peso molecular (~15 kDa) que servem como chaperonas para moléculas
hidrofobicas, como acidos graxos, e estdo envolvidas no metabolismo, transdugéo
de sinal e regulagdo genética (Islam et al., 2019). Islam e colaboradores (2019)
demonstraram que o aumento de FABP7 eleva a expressao de enzimas
antioxidantes e protege contra a sinalizacdo de apoptose, podendo ser por isso
que esta sequéncia a 50 uM recuperou o movimento dos embrides a ponto de ser
estatisticamente igual ao grupo controle. Esta sequéncia a 50 yM também causou
uma tendéncia de aumento em sua fluorescéncia anti-TH em comparagao com os
grupos 6-OHDA e controle.

Os embrides tratados com p-MRPS36, derivado da proteina ribossdmica
mitocondrial S36 (MRPS36), também tiveram melhora significativa em seu
movimento a 50 uM, a ponto de ser estatisticamente igual ao grupo controle.
Hevler et al. (2023) sugerem que MRPS36 evoluiu como uma proteina adaptadora

E3, substituindo funcionalmente o dominio de ligagcdo a subunidade periférica no
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complexo eucariotico 2-oxoglutarato desidrogenase. Em outras palavras, o
MRPS36 pode ter um papel na geragdo de NADH na respiragdo aerdbica.
Considerando a correlagdo entre doengas neurodegenerativas e atividade
reduzida das mitocondrias (Compagnoni et al., 2020), p-MRPS36, que é um
fragmento do MRPS36, pode melhorar a funcionalidade motora neste modelo de
6-OHDA através de sua acao na geracdo de NADH. Esta sequéncia apresentou
uma fluorescéncia anti-TH ligeiramente superior em comparagdo com 0s grupos
6-OHDA e controle, mas nao o suficiente para ser estatisticamente significativa.

O tratamento com o terceiro peptideo, p-MARCKS1B, também resultou em
melhora significativa do movimento a 40 e 50 uM, embora n&o o suficiente para
ser estatisticamente igual ao grupo controle. Este peptideo é derivado da regiao
C-terminal da proteina 1-B do substrato C quinase rico em alanina miristoilada
(proteina 1-B relacionada a MARCKS). As proteinas desta familia controlam o
movimento celular através da regulagdo do citoesqueleto de actina, envolvido na
formacado de filopddios e lamelipddios, sendo altamente conservados entre os
vertebrados. As proteinas relacionadas ao MARCKS desempenham varios papeis
relacionados ao crescimento cerebral, migracdo neuronal, crescimento de
neuritos, liberagdo de neurotransmissores e plasticidade sinaptica (Amri et al.,
2018), estes dois ultimos possivelmente explicando a recuperagao do movimento
em comparagdao com o grupo 6-OHDA e também sua fluorescéncia ligeiramente
maior em comparag¢ao com os grupos 6-OHDA e controle.

O peptideo p-EEAT2 é derivado do Transportador Excitatério de Aminoacidos
2 (Excitatory Amino Acid Transpoorter 2 - EAAT2), uma proteina com papel
essencial na reciclagem do glutamato, o neurotransmissor mais abundante no
cérebro dos mamiferos (Fontana et al., 2023). Um estudo de Trudler et al. (2021)
sugere que os oligbmeros de o-sinucleina, que estdo presentes nos corpos de
Lewy, induzem a liberacdo de glutamato dos astrocitos, causando receptores
extra-sinapticos excessivos de N-metil-D-aspartato, que estdo ligados a
neurodegeneracdo. Assim, € possivel que p-EEAT2 tenha tido um papel
importante na recuperagcdo do movimento neste modelo por ser derivado de uma
proteina envolvida na reciclagem do glutamato. Em relacdo a fluorescéncia
anti-TH, p-EEAT2 foi o peptideo que apresentou maior fluorescéncia entre os
cinco peptideos estudados, embora ndo tenha sido o que apresentou melhor

recuperacdo de movimento no ensaio comportamental.
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O ultimo peptideo estudado foi p-Theta4 e é derivado da Timosina beta-4
(Tbetad4), um peptideo de 43 aminoacidos cuja principal fungédo é regular a
polimerizagdo da actina, necessaria para a organogénese e a motilidade celular
(Olianas et al., 2021). Além disso, estudos com Tbeta4 indicam que €& um
peptideo que auxilia na recuperagao miocardica em casos pos-infarto através da
migracgao celular, bem como na recuperagéo da cérnea (Xing et al., 2021) e figado
(Yang et al., 2020). Ha também evidéncias de que o Tbeta4 auxilia no tratamento
da esclerose multipla através da recuperacao da funcionalidade neuronal (Zhang
et al., 2019), bem como na melhora de lesdes induzidas pela privagdo de
oxigénio-glicose (Zhang et al., 2019) e reversdo de comprometimento cognitivo
em ratos (Wang et al., 2021). Em outras palavras, o Thbeta4 pode ser um aliado na
recuperagao neuronal, e possivelmente este peptideo derivado também o é, como
sugerem os resultados. O tratamento a 50 yM foi estatisticamente igual ao do
grupo controle, sugerindo uma recuperagéao total dos movimentos.

E interessante notar que os peptideos que tiveram melhores resultados no
ensaio comportamental, p-FABP7, p-MRPS36 e p-Tbeta4, apresentaram
fluorescéncia muito semelhante ou ligeiramente inferior ao grupo controle. Por
outro lado, p-EEAT2, que teve a menor recuperagao de movimento no ensaio
comportamental, teve a maior fluorescéncia entre todos os peptideos. Isto sugere
que os peptideos podem superestimular os neurbnios e até mesmo que isso

poderia prejudicar ou perturbar a recuperagao do movimento.
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6 CONCLUSAO

A sintese, purificacdo e caracterizagdo dos cinco peptideos foram realizadas
com sucesso. Em solugbes aquosas em pHs 5, 7,4 e 10, todos os peptideos
mantiveram uma estrutura secundaria randémica. Em TFE, p-MRPS36 e p-Tbeta4
apresentaram um perfil de hélice. Nenhum dos peptideos apresentou citotoxicidade
em nenhuma das linhagens celulares estudadas, nem na maior concentragao
observada. Isso sugere que sdo moléculas que podem ser usadas com seguranga.
Essa informagao € apoiada pelos resultados do ensaio comportamental em larva de
zebrafish, que indica que todos os peptideos ajudam a recuperar o
comprometimento motor causado pelo tratamento com 6-OHDA nas duas maiores
concentragcbes estudadas (40 uM e 50 pM). Trés peptideos tiveram destaque no
tratamento a 50 uM por ndo demonstrarem diferencga estatistica em comparagao ao
grupo controle. Isso pode indicar que p-FABP7, p-MRPS36 e p-Tbetad4 levaram a
uma recuperagdo completa do comprometimento fisico do modelo. E importante
mencionar que o modelo transgénico do zebrafish ndo foi o ideal para observar a
neurodegeneracdo por 6-OHDA. Isto provavelmente ocorreu porque 6-OHDA é
especificamente uma neurotoxina catecolaminérgica (Glinka et al., 1997), e ambos
os fatores NeuroD e HuC estdo envolvidos em diferentes desenvolvimentos
neurolégicos e estagios de diferenciacdo (Thomas et al, 2012; Park, et al., 2000), o
que torna mais dificil observar os efeitos em um pequeno grupo de neurbnios
especificos. Em relacdo a imunofluorescéncia anti-tirosina hidroxilase, o tratamento
com nenhum dos peptideos resultou em diferencga estatisticamente significativa, mas
os resultados sugerem que todos os peptideos, exceto o p-Tbetad, estimulam os
neurbnios catecolaminérgicos um pouco mais do que o grupo controle. Ou seja,
existe uma tendéncia de estimulo deste grupo neuronal por estas moléculas. Mais
estudos sao necessarios para entender melhor 0 mecanismo de agao de cada
peptideo, bem como para garantir a seguranga dessas moléculas em tratamentos de

longo prazo e compreender melhor como explorar seu potencial biotecnoldgico.
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