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RESUMO

A peconha de vespas tem provado ser uma fonte valiosa de componentes
farmacologicamente ativos capazes de exercer as mais diversas funcbes. Por atuarem
em diversos sistemas biologicos, a caracterizacdo de componentes bioativos desperta
grande interesse na prospec¢do de novos farmacos. O presente trabalho teve como
objetivo a caracterizacdo quimica da peconha de Polistes canadensis e a avaliagcdo do
seu potencial frente aos ensaios antimicrobiano e tdxico. Para a pesquisa foram
realizadas duas coletas no Instituto de Plantas Medicinais (Manaquiri), AM, em épocas
distintas. A peconha bruta foi extraidos em metanol (MeOH) e agua (H,O), fracionado
por cromatografia liquida classica (CLC), e 56 fracdes foram eluidas e investigadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa e por espectrometria de
massas (IES-EM). Foi possivel detectar a Concentracdo Inibitéria Minima da peconha
bruta de P. canadensis contra Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium columnae e
Staphylococcus aureus. Quanto a Concentragdo Minima Bactericida (CMB) o menor

valor encontrado foi de 125 Tg/mL.

Palavras chave: Peconha de vespa, Polistes canadensis, antimicrobial.
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ABSTRACT

Wasp venom had proven to be a valued source of pharmacogically active compounds,
capable of performing diverse functions. By acting on different biological systems, the
characterization of such compounds exerts great interest in the prospection of new
drugs. This work aimed to study the chemical extracts of Polistes canadensis and its
potential antimicrobial tests ahead and toxic. For the research was carried out on the two
collections in the Insituto de Planatas Medicinais (Manaquiri), AM, in epoch different.
The crude venom was extracted methanol (MeOH) and water (H,0), fractioned by
liquid chromatography classical (LCC), and 56 fractions were eluted, were investigated
by high performance liquid chromatography (HPLC) and Mass Spectrometry (MS). The
minimal inhibitory concentration (MIC) of crude venom of P. canadensis was
determinated against Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium columnae and
Staphylococcus aureus. As the Minimum Bactericidal Concentration (CMB), the lowest

value found was 125 pg/mL.

Keywords: wasp venom, Polistes canadensis, antimicrobial.

1. INTRODUCAO

Através da historia, envenenamento por toxinas animais tem fascinado a
humanidade, e estdo mantendo significante contribuicdo para aumentar o conhecimento
em fisiologia e farmacologia humana. Informagdes da natureza e mecanismos destas
toxinas tém aumentado a abordagem cientifica para o tratamento de suas intoxicacoes
(KARALLIEDDE, 1995).

Venenos e toxinas de artropodes constituem uma rica fonte de moléculas com
alto potencial terapéutico e tecnoldgico, ja que muitos tem receptores, membranas e
enzimas como alvos moleculares primarios, o que os tornam altamente especificos e
seletivos (PIMENTA, LIMA, 2005; SAIDEMBERG et al., 2010). Eles agem
principalmente no sistema nervoso e apresentam uma grande faixa de efeitos
farmacologicos em transmissGes sinapticas. Muitos estudos estdo buscando o

isolamento e caracterizacdo bioquimica e farmacoldgica de substancias presentes nestas
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secrecdes, e muito ainda ha de se descobrir nestas maravilhosas fontes de substancias
(KONNO et al., 2000; MORTARI et al., 2007).

A seletividade e especificidade dos componentes das toxinas animais lhes
permite realizar uma série de atividades biologicas (KONNO et al., 2007). Objetivando
utilizar estas duas importantes caracteristicas diversos estudos tém avaliado o perfil
farmacologico desses compostos em modelos experimentais de inducdo de dor
(MORTARI et al., 2007), como inseticidas (KONNO et al., 1997) e também como

antibioticos (PALMA, 2006), visando o0 emprego em biotecnologia.

Todos os organismos vivos estdo constantemente expostos ao ataque de milhares
de potenciais patdgenos através da ingestdo, contato com superficies infectadas e
inalacdo (HANCOCK, DIAMOND, 2000), a efeitos deletérios aos organismos causados
por substancias oxidativas que podem colaborar com a mutagénese e carcinogénese
(BIANCHI, ANTUNES, 1999), ou, para obter vantagens econdmicas, 0 USO

indiscriminado de inseticidas e agrotoxicos no controle de pragas as lavouras.

Como forma de defesa contra estas insistentes ameacas invasivas, estes
organismos desenvolveram um potente mecanismo de defesa. Para a defesa contra
microrganismos, o0s organismos desenvolveram como forma de defesa natural a
imunidade inata e adquirida. Os invertebrados possuem somente a imunidade inata,
reconhecida como o mais antigo mecanismo de defesa dos de todos os organismos
vivos, enquanto que os vertebrados possuem as duas formas de defesa (HANCOCK,
DIAMOND, 2000). Uma das armas deste mecanismo é a producdo de peptideos e/ou
polipeptideos com um amplo espectro de atividades contra microrganismos patégenos,
como fungos, virus e bactérias, em concentracdes fisioldgicas no tecido de origem, os
chamados peptideos antimicrobianos (PAM) (BULET et al., 2004; GANZ, 2003;
HANCOCK, DIAMOND, 2000; YEAMAN, YOUNT, 2003 ).

Diversas substancias com atividade neurotdxica estdo sendo isoladas da peconha
de artropodes, estas por sua vez, sdo armas quimicas utilizadas na caca ou defesa destes
seres, elas agem diretamente sobre os canais transmembranares e tem por objetivo
paralisar ou matar suas presas (KONNO et al, 1997; SAHARA et al., 2000;
STROMGAARD et al., 1999).
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Os avangos obtidos em todos os campos da ciéncia, em especial a biotecnologia,
a unido de diversas areas como fisica, quimica, biologia e informética, melhorando a
eficiéncia do fracionamento quimico, elucidacdo estrutural, estimulam a busca por

novos e mais eficientes prototipos moleculares, advindo de produtos naturais.

2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO
2.1 As Vespas

As diferentes ordens de insetos, principalmente os himendpteros desenvolveram
suas armas bioldgicas (veneno e aparelho de ferroar) de acordo com sua biologia e
comportamento (PALMA, 2006). O aparelho de ferroar dos vespideos (figura. 1)
fornece um meio de penetracdo através do tegumento dos vertebrados, injetando assim
uma potente mistura de compostos toxicos e causadores de dor e por isso despertam um

grande interesse do ponto de vista farmacologico (DIAS, 2007).

As vespas, juntamente com as formigas e abelhas, formam a ordem
Hymenoptera (RIBEIRO, 2000), que divide-se em duas subordens, Symphyta e
Apocrita, sendo a segunda dividida em dois grupos: Parasitica (Terebrantia) que séo

parasitoides de outros insetos e possuem um ovipositor bem desenvolvido e Aculeata,

27



que sdo especies que possuem este ovipositor transformado em ferrdo ( CARPENTER e
MARQUES, 2001) e em adicdo a estes, meios quimicos de defesa e comunicacdo, cuja
principal funcdo é defender a colonia (BELEBONI et al., 2004; BRUSCHINI et al.,
2006; CAVAGNOL, 1977; PALMA, 2006). E importante salientar que todos os
organismos vivos produzem toxinas, e o fato das vespas terem desenvolvido este ferréo,
as classifica como peconhentas, pois possui um aparato inoculador de veneno
(JUNGASS, BODIO, 2011).

) A peconha bruta de vespa bem como de outros animais compreende um coquetel
Figural: Representacdo do aparato venenifero dos vespideos de acordo com Kanwar e

SHRFHEGPE AR FaR5R108\F HYELSaE SRIAENE, 5. A9RMHRITA SR KA B IBIRANZ T
asesstefoit6ymadogiease(Bad EBONI et al., 2004; MORTARI et al., 2007). Portanto,

representa uma importante fonte de compostos bioativos com diversas moléculas com
potencialidades biotecnoldgicas, tornando-se uma fonte Gnica de protétipos moleculares

a serem usados cComo novos agentes terapéuticos.
2.2 A composicdo da peconha de vespas

Peconhas de vespas sd@o uma rica fonte de substancias biologicamente ativas, e
de acordo com Turillazzi et al.(2006), podem ser divididos em trés grupos de acordo
com suas faixas de massas moleculares. Aminas biogénicas, aminoacidos livres, sais
inorganicos, substancias volateis, sdo classificadas como componentes de baixa massa
molecular, pois possuem massa ate 1 KDa, pequenos peptideos situados entre 1KDa a
10KDa compdes o grupo de média massa molecular e proteinas tais como enzimas,

alérgenos e toxinas com massa maior que 10KDa, formam o grupo de componentes de
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alta massa molecular (BELEBONI, et al., 2004; HO et al., 1998; MENDES et al.,
2004).

2.2.1 Componentes de Baixa Massa Molecular (BMM)

A fracdo de componentes de baixa massa molecular da peconha é provavelmente
a menos conhecida tanto aspecto quimico e funcional (TURILLAZZI, 2006). A fragédo
mais conhecida e estudada trata-se das aminas biogénicas, que em invertebrados servem
como neurotransmissores, neuromoduladores e neurohormonios (ROSENBERG et al.,
2005). A figura 2 apresenta as estruturas de algumas das aminas biogénicas encontradas

em peconha de artropodes.

As aminas biogénicas sdo o produto final da decomposicdo dos aminoacidos ou
produto de transformacdo de aldeidos e cetonas (BOMKE et al., 2008). Histamina é
produto da descarboxilacdo do aminodcido histidina e é a mais importante amina
biogénica, pois mantem um papel central em respostas alérgicas (BOMKE et al., 2008;
GELFAND, 2005). Serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), juntamente com
histamina foram descritas pela primeira em veneno de vespas por Jaques e Schacte
(1953). A presenca destas duas aminas na peconha vespas sociais e também em vespas
solitarias fazem parte da estratégia de defesa, uma vez que histamina potencializa o
processo inflamatorio ocasionado pelo veneno, atraindo leucocitos por quimiotaxia para
0 local da ferroada (GELFAND, 2005). Serotonina contribui por promovendo a
penetracdo do veneno nas células aumentado a permeabilidade celular (YSHII et. al.
2009).

Em humanos, as catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina) séo
responsaveis pela vasoconstri¢cdo e reducdo de sangue no local da ferroada, causando
palidez. Em artropodes, aceleram a frequéncia cardiaca aumentado a circulacdo da
hemolinfa, facilitando a distribuicdo de outros componentes tdxicos da peconha
(HABERMANN, 1972).

Outros tipos de BMM aminoacidos neurotransmissores, foram demonstrados

estar presentes por na pegonha de artropodes por Abe et al. (1982).
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Figura 2: Aminas biogénicas isoladas da peconha de vespa. Da esquerda para a direita:
serotonina, dopamina, norepinefrina e histamina.

Os componentes volateis da peconha das vespas (Figura 3) tém sido fracamente
estudados, embora a presenca de alguns destes tenha sido registrado na literatura. A
fracdo de volatil da peconha de vespas é composta de alcoois, espirocetais, amidas,
acetatos. Estas substancias sdo relatas como feromonios de alarmes, envolvidos na

atracédo sexual e aviso do perigo iminente (TURILLAZI et al., 2006).

JL 0 CH,
T 7 et J’L /VK
He” N CH,
Hﬁww H

6-Metil- 5- hepten-2-il N — (3-Metilbutil) acetamina

acetato

@]
H C\)J\ N H3C CH,
3 N cH, \(\W
H

N-(3-Metilbutil) propanoamida 6,10-Dimethyl-(E)-5,9-undecadien-2-one
(Geranyl acetone)

CH5 o)
IS O)LCHS H3CWCH3
CHs CHj; ) CHj
J CHg -
H5C CHs \[(l/
6,10-Dimetil-(2)-5,9-undecadien-2-il 6,10-Dimetil- (E)-5,9-undecadien-2-il
acetato ((2)-5-tangerinol) acetato ((E)-5-tangerinol)
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(E,E)-2,8- Dimetil-1,7- diaxospiro 3,7,11-Trimetil-(E) 6, (E)10-dodecatrien-2-il
[5,5] Undecano acetato ((E,E)-paranesil acetato)

Figura 3: Componentes volateis encontrados na peconha de vespas, em especial do
genéro Polistes.

2.2.2 Componentes de Média Massa Molecular (MMM)

Os componentes de Média Massa Molecular (entre 900 e 3000 Da) podem ser
definidos como a fragdo peptidica (TURILLAZI, 2006). Os peptideos podem interagir
com uma grande quantidade de proteinas receptoras das membranas biol6gicas, ou
mesmo diretamente com os fosfolipidios do plasma/organelas ou com proteinas
citosolicas para regular suas atividades e por isso sdo importantes em diversos processos
fisioldgicos funcionando como neurotransmissores, horménios, toxinas e antibidticos

(PALMA, 2010).

As vespas desenvolveram trés tipos de peptideos bioativos que vém sendo
isolados e caracterizados de varias espécies de peconha de vespas: peptideos
quimiotécticos, cininas e mastoparanos (HO et al., 19998; PALMA, 2006), os quais
perfazem cerca de 60% do peso seco do veneno (SOUZA et al., 2005). Do veneno de

vespas foram sequenciados varios exemplares, como mostrados na tabela 1.

Tabelal: Peptideos isolados de vespas

Peptideo Sequéncia Espécie Referéncia
Polybine-I Ac-SADLVKKIWDNPAL-NH, Polybia paulista  RIBEIRO et
al., 2004
(EMP -AF) INLLKIAKGIIKSL-NH; Anterhynchium- KONNO et al.,
flavomarginatum 2000
Micado
Polybia-MP-1 IDWKKLLDAAKQIL-NH; P. paulista SOUZA et al.,
2005
Protonectina  ILGTILGLLKGL-NH, Agelaia pallipes MENDES et
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pallipes al., b2004
Agelaia-MP IANWLKLGKAIIDAL-NH, Agelaia pallipes MENDES et

pallipes al., 2004
Dominulina A INWKKIAEVGGKILSSL Polistes dominulus  TURILLAZZI
et al., 2006
DominulinaB INWKKIAEIGKQVLSAL Polistes dominulus  TURILLAZZI
et al., 2006
RPPGFTPFR Polistes rothneyi  Nakajima,1986
ETNKKKLRPPGFSPFR Polistes fuscatus ~ Nakajima,1986
VDWKKIGQHILSVL Polistes jadwigae  Nakajima,1986

2.2.2.1 Mastoparanos

Mastoparanos sdo peptideos de baixo peso molecular, geralmente tem 14
residuos de aminodcidos e sua principal atividade é a degranulacdo de mastocitos
(KONNO et al., 2000; LEITE et al., 2010; SOUZA et al., 2005; SOUZA et al., 2009).
Estes sdo 0os componentes mais abundantes nos sacos de veneno (HIRAI et al., 1979).
Eles apresentam cerca de 7 a 10 residuos de aminodcidos hidrofébicos, tais como
alanina, isoleucina e leucina, e de 2 a 4 residuos de lisina geralmente nas posicdes 4, 11
e 12 (MENDES et al., 2004), e estes aminoacidos estdo distribuidos de tal forma que
permitem importantes atividades bioldgicas, como a hemolitica, de degranulacdo de
mastacitos (HIRAI et al., 1979), e a antimicrobiana (KONNO et al., 2000) sendo assim,
sdo os principais componentes na defesa destes insetos (LEITE et al., 2010).

Mastoparanos sdo caracteristicos do veneno de vespas sociais, entretanto,
Konno et al., (2000), isolaram o mastoparano EMP-AF do veneno da vespa eumenine A.
flavomarginatum micado, o primeiro mastoparano isolado do veneno de uma vespa
solitaria. A sequéncia do EMP-AF € lle-Asn-Leu-Leu-Lys-1le-Ala-Lys-Gly-lle-lle-Lys-
Ser-Leu-NH,, e apresenta atividade hemolitica e degranuladora de mastocitos e também

afeta a transmiss@o neuromuscular de pata de lagosta.

Santos Cabrera et al. (2004), utilizando analises de dicroismo circular,
constataram que o peptideo EMP-AF adota uma conformacdo em o- hélice quando
colocado em solugdo contendo TFE ou SDS. Além disso, este peptideo é capaz de

permeabilizar lipossomos anidnicos e, em menor intensidade, lipossomos neutros, e a
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habilidade de permeabilizar membranas parece estar associada a quantidade de a- hélice

assumida pelo peptideo.

2.2.2.2 Peptideos quimiotacticos

Os peptideos quimiotacticos encontrados nos venenos de vespas sdo chamados
de Ves-CPs (“Vespid chemotactic peptides”) (SOUZA, 2006). S&o o segundo grupo
mais importante do veneno de vespas, sdo compostos tridecapeptideos de amida, que
induzem a quimiotaxia em alguns tipos de células (MENDES et al., 2004; OLIVEIRA e
SCHEIDT, 2005; RIBEIRO et al., 2004; SOUZA et al., 2005), e sdo importantes na
interacdo de peptideos e o receptor quimiotéctico de neutr6filos (MENDES et al., 2004).

Segundo Souza et al. (2005), juntamente com 0s mastoparanos Sao 0s compostos
em maior quantidade no veneno de vespas e sdo 0S maiores responsaveis pelos
processos inflamatdrios desencadeados pela ferroada. S&o ricos em residuos de
aminoacidos hidrofobicos, e geralmente apresentam um Unico residuo basico, eles
geralmente atraem macrofagos e leucdcitos polimorfonucleados (PMNL) para a regido
em volta do sitio da picada, e também possuem a propriedade de promover alguma
degranulacdo de mastdcitos (SOUZA et al., 2005).

A ligacdo dos Ves-CPs com as membranas lipidicas parece ser similar ao modo
de ligacdo dos mastoparanos, devido as similaridades hidrofébicas entre estas duas
classes de compostos (SOUZA et al., 2005). A atividade quimiotéctica dos Ves-CPs
geralmente é dependente de sinais especificos mediados por proteinas-G no nivel da
membrana plasmatica para células quimioatrativas, fazendo a interacdo célula/peptideo
relativamente seletiva (MENDES et al., 2004).

Mendes et al. (2004), isolaram da vespa social neotropical A. pallipes pallipes
dois peptideos de sequéncia distinta, Protonectina (Tabela 1) é um peptideo
quimiotactico nd&o hemolitico para leucdcitos polimorfonucleados (PMNL),
apresentando alguma degranulacdo de mastécitos e potente atividade antimicrobiana
contra bactérias Gam- positiva e Gram- negativa, Agelaia-MP (Tabela 1), foi

caracterizado como um toxina hemolitica e degranuladora de mastocitos, apresentado
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uma ac¢do antimicrobiana menos potente que a de Protonectina e ndo quimiotactica para
PMNL (BAPTISTA-SAIDEMBERG et al., 2010).

2.2.2.3Cininas

Os primeiros componentes neurotoxicos isolados da pe¢onha de vespas solitarias
foram as cininas (KONNO et al., 2002). Geralmente sdo conhecidos como peptideos
produtores de dor (PALMA, 2006). Cininas sdo polipeptideos de 9-18 residuos de
aminoacidos contendo uma sequencia de bradicina, um peptideo de 9 residuos de
aminoécidos (PALMA, 2006; TURILLAZZI, 2006).

O primeiro relato de uma cinina no veneno de vespas sociais foi no género
Polistes, um octadecapeptideo nomeado Polistescinina 3, em uma mistura da pegonha
de trés espécies Norte Americanas (P. fuscatus, P. exclamans e P. annularis)
(TURILLAZZI, 2006).

Protopolybiacinina-1 (DKNKKPIRVGGRRPPGFTR-OH) e Protopolybiacinina-
Il (DKNKKPIWMAGFPGFTPIR-OH), foram isolados da pegonha de vespas sociais
Protopolybia exigua, e apesar de causarem pouca constricdo em musculo de ratos do
que as bradicininas, sdo sete vezes mais potentes do que esta em degranular mastocitos
(MENDES, PALMA, 2006). Cininas glicosiladas descritas no veneno de Paravespula
maculifrons, estas toxinas sdo responsaveis por bloguear a transmissdo excitatdria
nicotinica com uma corrente de ativacdo inibitéria do sistema GABA-nergico e

bloquear irreversivelmente a transmissdo sinaptica (MENDES, PALMA, 2006).

2.3 Componentes de Alta Massa Molecular (AMM)

A maioria dos componentes de alta massa molecular presente na peconha das
vespas sdo proteinas com atividade enzimatica, e estdo diretamente envolvidas nas
respostas alérgicas causadas pela ferroada. Estudos imunoldgicos com peconha de
vespideos tem demonstrado que as toxinas alergénicas mais importantes sao
fosfolipases A e B, hialuronidase e antigeno-5, fosfatases acidas, nucleotidases
(OLIVEIRA, PALMA, 1998; SANTOS et al., 2007).

A composicdo de varios venenos de Vespinae € similar entre si, mas pouco €
conhecido sobre veneno de Polistinae tropicais. Fosfolipases A, sdo reconhecidas como

0s maiores alérgenos deste veneno, e sdo capazes de produzir uma serie de efeitos
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farmacologicos tais como: contracdo do musculo liso, queda da pressdo arterial,
hemilise in vitro e in vivo, liberagdo de histamina e heparina dos mastocitos
(OLIVEIRA, PALMA, 1998).

A caracterizacdo bioquimica e funcional das toxinas de alta massa molecular ¢é
um importante pré- requisito para o desenvolvimento de novas ferramentas tanto para
terapia causada pelo envenenamento causada por multiplas ferroadas e também para
diagndsticos e terapia de reagdes alérgicas causada por esse tipo de veneno (SANTOS et
al., 2007).

2.4 Género Polistes

O género Polistes (Polistes spp; Hymenoptera: Vespidae) € o mais comum
dentre as vespas sociais (SEVERINO et al., 2006). A peconha destas vespas, conhecidas
como vespas papeleiras, € uma complexa mistura de proteinas com ou sem atividade
enzimatica, em especial alérgeno 5, hialuronidase, fosfolipase, peptideos
antimicrobianos, cininas, mastoparanos, substancias de baixa massa molecular como
aminas biogénicas e substancias volateis (figura 3) que funcionam como feroménios
(BRUSCHIN I et al., 2006; YSHII et al., 2009, TURILLAZZI et al., 2006).

Turillazzi et al. (2006), registrou na peconha de quatro espécies de Polistes
europeias (P.dominulus, P. gallicus, P. nimphus, P. sulcifer) cerca de 54 substancias
volateis. Amidas e espiroacetais ja foram registrados como fermonios em outras
espécies, enquanto que acetatos e propanoatos estdo sendo bastante registrados para este

género.

2.5 Manifestacdes clinicas do veneno de vespa

A intoxicacdo em mamiferos por veneno de himenopteros reflete o seu
comportamento de defesa propria e do ninho. E caracterizada por sintomas que
dependem da espécie infligida, da quantidade de veneno, da hipersensibilidade da
vitima, e em alguns casos, do sitio da picada (CAVAGNOL, 1977).

O efeito da picada das vespas é parecido com a das abelhas e causam reacGes
toxicas locais como dor, eritema e edema (Figura 4); reacOes toxicas sistémicas como:

prurido, rubor e calor generalizados, lesdes urticariformes disseminadas, hipotenséo,
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taquicardia, cefaléia, nauseas, vomitos, cdlicas abdominais, broncoespasmo, choque,
insuficiéncia respiratdria aguda (Fig. 1b); algumas vezes, dependendo da sensibilidade
da vitima e da quantidade de veneno é possivel observar a ocorréncia de reagdes
alérgicas sistémicas, anafilaxia, causando urticaria, prurido, angioedema, colapso
vascular, estado de choque e disfuncéo respiratoria frequente e, eventualmente, morte de
grandes mamiferos incluindo o homem (Fig. 1c) (CAVAGNOL, 1977; HO, CHEN E
LIN, 1998; MENDES et al., 2004).
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Figura 4: ReacOes causadas pela ferroada das vespas, em (a) reagdo tdxica local; b)
reacao toxica sistémica; c) reacdo alérgica sistémica

As proteinas presentes no veneno sao as principais responsaveis pelas lesdes nos
tecidos e frequentemente sdo imunogénicas (SANTOS et al., 2007). Entre os compostos
de baixo peso molecular estdo presentes aminas biogénicas, que estdo envolvidas na
producdo de dor, e os peptideos, que estdo envolvidos no processo inflamatério e
causam lise celular, hemolise, quimiotaxia e antibiose (SANTOS-CABRERA et al.,
2006; SOUZA et al., 2005; SOUZA et al., 2009).

Por causa das reacgOes de sua picada dolorosa e algumas vezes fatal em humanos,
0 veneno de himenopteros tornou-se de interesse médico e de pesquisadores
(CAVAGNOL, 1977). Apesar da letalidade destas peconhas, estas também podem agir
como ferramentas bioldgicas e ajudar a compreender as varias acdes farmacologicas do
veneno tais como inflamacBes locais, hemolises, distlrbios respiratérios e
cardiovasculares (HO, CHEN, LIN, 1998).

2.6 Ensaios antibacterianos

A introducdo das sulfonamidas e penicilina como antibidticos revolucionou a
medicina por diminuir o ritmo de mortes por infecgdes bacterianas. Estas descobertas
levaram a uma busca por novas drogas antibacterianas resultando na descoberta de
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novas classes, muitas das quais derivadas de produtos naturais (BUTLER; BUSS,
2006).

Novas estratégias de pesquisa em produtos naturais, envolvendo a busca de novas
substancias com potencial microbiano em organismos pouco explorados, aliados a
utilizacdo de ferramentas como genémica, protedmica e metabolémica e novos ensaios
bioldgicos, podem acelerar o processo de descoberta de novos antibioticos,
extremamente importantes num cendrio onde ha um répido desenvolvimento de
resisténcia pelas bactérias aos atuais agentes terapéuticos (GUIMARAES, MOMESSO,
PUPO, 2001).

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Podem ser classificados como
bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem
a inibicdo do crescimento microbiano utilizando mecanismos como a fagocitose e a
producdo de anticorpos, normalmente destruindo o microrganismo (GUIMARAES,
MOMESSO, PUPO, 2010).

Uma das formas de defesa natural criado por todos 0s organismo Vvivos sao oS
peptideos antimicrobianos (PAM). PAMs possuem efeito direto contra um amplo
espectro para bactérias (Gram- positivas e Gram- negativas), com registro de atividades
para varios tipos de acdes como em infeccles, atividade antitumoral, antifingica e
antiviral, e também estdo envolvidos na orquestracdo de respostas imune inata e
inflamat6ria (BULET et al., 2004; JENSSEN,HAMILL, HANCOCK, 2006). Eles séo
habeis para aumentar a fagocitose e estimulam a liberacdo de prostaglandinas
(YEAMAN, YOUNT, 2003), neutralizam os efeitos sépticos de lipopolissacarideos
(LPS) (FRECER, HO, DING, 2004), promovem recrutamento e acumulacdo de varias
células imunes, como o0s monocitos, leucocitos e células T ao sitio inflamatorio
(GUYNTON; MENDES et al., 2004; SOUZA et al., 2005). A resisténcia bacteriana ao
uso dos antibidticos tem exercido uma forte in fluéncia sobre a investigacdo e o
descoberta de novos farmacos, com um amplo espectro de acdo e menor toxicidade
(ARANGO, 2004).

Muitos dos patégenos como Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens, e
Flavobacterium columnae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Klebsiella

pneumoniae sdo considerados oportunistas, e fazem parte da microbiota natural de
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humanos e animais, em especial os peixes quando ha desequilibrio dos sistemas
bactéria- hospedeiro-ambiente, podem desencadear epizootias (BOWNINK E
BRANDAO, 2001). E, com o aumento da resisténcia destas bactérias aos antibidticos

normais, a busca por compostos alternativos tornou-se imprescindivel.

A ampla biodiversidade amaz6nica, combinadas as técnicas existentes
estimulam a busca por novos farmacos que devem apresentar vantagens no combate aos

microrganismos resistentes a antibioticos.

2.7 Atividade Antioxidante

Durante reacOes diversas reagdes bioldgicas essenciais para o corpo humano, sao
inevitavelmente co-produzidos os radicais livres, moléculas organicas e inorganicas que
contem um ou mais elétrons desemparelhados, e por isso tornam-se bastante instaveis,
com meia vida curtissima e quimicamente muito reativa (BIANCHI; ANTUNES,
1999).

A presenca de radicais livres tem sido correlacionada com um grande nimero de
doencas (Tabela 2), mas ndo como agentes etioldgicos e sim como fatores que
participam diretamente dos mecanismos fisiopatol6gicos, os quais determinam a
continuidade e as complicacdes de diversos estados patologicos (ROCHA et al., 2007).
Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou ha membrana
e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o
seu sitio de formacdo (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Tabela 2: Doengas relacionadas com a geracdo de radicais livres

Artrite Disfuncdo cerebral
Aterosclerose Cardiopatias
Diabetes Efisema
Catarata Envelhecimento
Esclerose multipla Cancer
Inflamacdes cronicas Doencas do sistema imune

Fonte: BIANCHI; ANTUNES, 1999
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Uma forma de defesa contra a producdo de radicais livres e seus efeitos
deletérios ao corpo humano é producgdo de antioxidantes. A definicdo mais aceita para
antioxidantes é que estes sdo substancias as quais, mesmo presentes em baixas
concentracdes em relacdo ao substrato oxidante, poderiam atrasar ou inibir as taxas de
oxidagdo (BIANCHI; ANTUNES, 1999; ROCHA et al., 2007).

A busca por prolongar a vida com salde e boa aparéncia tem impulsionando as
pesquisas cientificas visando novas substancias antioxidantes. Atividade antioxidante é
a capacidade de um componente (ou mistura) de inibir a degradacdo oxidativa causada
pelos radicais livres (ROGINSKY; LISSI, 2005).

De acordo com Mosadik et al., (2005), substancias com atividade antioxidante
comprovada isoladas de produtos naturais geralmente contem uma porcdo fendlica
derivadas dos aminoéacidos: triptofano, fenilalanina e tirosina. Flavonoides, tocoferois,
cumarinas e catequinas sdo exemplos destes derivados. (Figura 4) (DAPKEVICIUS et
al., 1998).

Outras substancias, tais como 4acidos organicos, carotenoides, proteinas,
hidrolisados e taninos também podem atuar como antioxidantes ou ter um efeito
sinérgico com os compostos fendlicos. Estudos de Brand-Williams et al. (1995)
demonstram que a atividade antioxidante esta esta correlacionada com o nimero de
grupos hidroxila disponiveis, requisito estrutural que liga a presenca flavonoides ou

taninos condensados em extratos metandélicos.
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2.8 Atividade de Toxica

Venenos e toxinas de origem natural representam uma fonte de fascinio para o
homem gracas aos seus extraordinarios efeitos farmacoldgicos. Desde os classicos
experimentos realizados por Claude Bernad em 1850 com o “curare”, utilizado pelas
comunidades indigenas, muitas pesquisas vém sendo realizadas buscando novas drogas
com alto potencial terapéutico (PRATES, BLOCH JR).
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A toxicidade da peconha de artropodes é bastante conhecida por conter uma
variedade de substancias que sdo altamente seletivas para o tecido nervoso, e atualmente
estas neurotoxinas estdo sendo usadas extensivamente para estudar mecanismos do
sistema nervoso, tais como elucidacao do canais de ions ou caracterizacdo da funcao das
proteinas receptoras (KONNO et al., 1997).

Do género Vespa, foram isoladas neurotoxinas com acgdo pds- sinaptica que
estédo envolvidos na abertura de canais de cloreto (KAWAI et al., 1980). Philantotoxina
-433 (PTX-433), isolada da vespa solitaria Philanthus triangulum, é um potente
antagonista de receptores glutamato, em preparacdes de crustaceos (PIEK et. al.,1980).
Esta toxina foi sintetizada e seus analogos utilizados no mesmo modelo de estudo e
outros (ELDEFRAWI et al., 1988). Konno et al. (1997), isolaram do veneno da vespa
solitaria Anoplius samariensis uma neurotoxina nomeada a-PMTX, que facilita a
neurotransmissdao em musculo motor de lagosta através de uma acdo pos- sinaptica, e
inativa a corrente de sddio do axdnio atraves de uma acao pré — sinaptica (SAHARA et
al. 2000). Da pecgonha de vespas sociais, foi isolada a Mandarotoxina (MDTX), do
veneno de Vespa mandarinia, que quando injetada em musculo motor de lagosta
bloqueia irreversivelmente o potencial excitatorio pos-sinaptico (ABE et al., 1982). Tais
quimicos sdo uteis para estudos e podem torna-se modelos em uma classe adicional de

drogas terapéuticas e possivelmente inseticidas (ELDEFRAWI et al., 1988).

Os testes de toxicidade séo utilizados para observar e quantificar os efeitos de
determinada substancia ou amostra em concentracfes variadas, sob determinado
organismos-teste, em condicBes experimentais especificas e controladas (OLIVI et al.,
2008). De acordo com Konno et al. (1997), o modo de acdo da transmissdo
neuromuscular em crustaceos é similar ao sistema de transmissao quimica dos insetos.

O teste de toxicidade sobre a Artemia salina (TAS) é um ensaio biol6gico
amplamente utilizado devido ser rapido, confidvel, de baixo custo e por ter demonstrado
uma boa correlacdo com varias atividades biologicas (MEYER et al., 1982), como
atividade antitumoral (MCLAUGHLIN, 1991), atividade contra o Trypanosoma cruzi
(DOLABELA, 1997), atividade antibacteriana (NINO et al., 2006; MAGALHAES et
al., 2007), antifingico (NINO et al., 2006; MAGALHAES et al., 2007). A utilizagio
dessa espécie é interessante porque seus OvOS resistem a secagem e estocagem por
longos periodos de tempo (COSTA et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades bioldgicas in vitro de da peconha da vespa social Polistes
canadensis (Himenoptera: Vespidae).
3.2 Objetivos especificos
v" Fracionar o veneno por meio de técnicas cromatograficas.
v" Avaliar seu potencial antimicrobiano.

v" Avaliar seu potencial citotoxico
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Material Biologico

Com o numero de registro de autorizacdo do Ibama 25206-2, 0s ninhos da vespa
social Polistes canadensis (Himenoptera: Vespidae) (Figura 5) foram coletados no
Instituto de Plantas Medicinais Dr. Juan Revilla, no municipio de Manaquiri, Estado do
Amazonas, Brasil. A identificacdo da espécie foi feita no Laboratério de taxonomia de
Hymenoptera do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA). Foram realizadas
duas coletas, uma em outubro, estacdo seca e outra em janeiro, estagdo chuvosa. Os
ninhos foram retirados com auxilio de facas e colocados inicialmente em sacos
plasticos, depois colocados em caixas de isopor contendo gelo e transportados ate o
laboratdrio no INPA. Ali foram congelados em freezer a temperatura de -80 °C por 24
h. Os ninhos foram desmontados e os exemplares mantidas a -80 °C até serem

dissecadas.

Figura 4: Polistes canadensis: em (a) ninhos e (b) a vespa em destaque
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4.2 Preparacdo das amostras

Fora utilizadas cerca 1000 vespas da primeira coleta e 3000 da segunda coleta,
As glandulas de veneno foram removidas com auxilio de uma pinga entomoldgica de

ponta fina, puxando-se a extremidade esclerotinizada do ferréo.

Ap0s a remocao, as glandulas foram separadas do ferrdo e depositadas em tubos
de 2 mL. Em seguida, as glandulas foram comprimidos com auxilio de um bastao de
ponta arredondada na presenca de solucdo de Metanol (MeOH) 50% (v/v) em agua
ultrapura. Foram realizadas trés extracfes com a solucdo de Metanol (MeOH) 50% (v/v)

em banho de ultrassom por 20 min cada extracéo.

Apo6s o banho em ultrassom, a amostra foi centrifugada a 13200 rpm por 15
minutos a 4 °C (Centrifuga Eppendorf - Centrifuge 5415D) de alta rotacdo. O liquido
sobrenadante das amostras coletadas foi filtrado, utilizando-se filtro de 0,45 pm,
concentrados em concentrador de amostras (Christy Beta) 2 — 4LD Plus LT/AVC — 2-
33 CD Plus) e estocado a -20 °C. A tabela x mostra as massas obtidas dos estratos
referentes a cada coleta.

Coleta | Quantidade Solvente Massa do extrato
1 1000 MeOH/H,0 80mg
2 3000 MeOH/H,0 200 mg

4. 3 Fracionamento do extrato bruto

O fracionamento do extrato foi realizado em coluna cromatografica aberta (h =
21 cm, di = 1,5) utilizando Florisil® como fase estacionaria e eluida com gradiente de
acetato de etila (AcOEt) em diclorometano (DCM), partindo da propor¢cdo 95:5 até
acetato de etila 100%, acetato de etila / acetona 1:1 até acetona 100%, acetona / metanol
(MeOH) 1:1 e depois MeOH 100% e MeOH/H,0 1:1e H,O 100% (tabela 4).

O volume de eluicdo utilizado para o fracionamento da coluna cromatografica
aberta é calculado a partir do conhecimento do volume morto da coluna. Cada sistema
de eluicdo utilizado é calculado para conter duas vezes o volume morto da coluna em
que esse volume é a quantidade de solvente necessaria para umedecer toda a fase

estaciondria.
Tabela 3: Eluentes usados no fracionamento do extrato bruto Polistes canadensis
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Fragdes Reunidas Eluente usado

0-3 DCM/AcCOEt 9:1

4-6 DCM/ AcOEt 8:2

7-9 DCM/AcOEt 7:3
10-13 DCM/ACcOEt 6:4
14-16 DCM/AcCOEt 1:1
17-19 AcOEt 100%
20-22 AcOEt/Acetona 9:1
23-25 AcOEt/Acetona 7:3
26-28 AcOEt/Acetona 1:1
29-31 Acetona 100%
32-34 Acetona/MeOH 8:2
35-37 Acetona/MeOH 7:3
38-40 Acetona/MeOH 6:4
41-44 Acetona/MeOH 1:1
45-47 Acetona/MeOH 3:7
48-50 MeOH 100%
51-53 MeOH/H,0 1:1
54-56 H20 100%

4.4 Andlise dos extratos e das fracoes

Os extratos obtidos das duas coletas, assim como as fragdes obtidas do
fracionamento cromatogréafico foram analisadas por CLAE e por IES-EM.

4.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE )

As amostras foram solubilizadas em solugdo de MeOH 50% (v/v) em agua
ultrapura, e entdo, analisadas por cromatografia liquida de alta performance sob fase
reversa (CLAE-FR), em CLAE de marca SHIMADZU - Modelo LC-AD 10, acoplado a
uma coluna LUNA-C18 (4,6 x 250 mm, 5 um), sendo a eluig&o realizada com o uso de
um gradiente linear de metanol de 5 a 40 % (v/v) [contendo 0,1 % (v/v) de TFA]

detalhado na tabela 4, e monitorada por absorcéo da radiagéo ultravioleta em 220 nm.

Tabela 4: Sistema de eluicdo utilizado para analisar o extrato bruto da peconha da

vespa Polistes canadensis por CLAE
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Tempo (min) Solvente A Solvente B

0,01 95 5
5 85 15
10 80 20
20 85 15
25 5 15

30 5

A =0,1% (v/v) TFA em éagua aultrapura

4.4.2 Espectrometria de Massas por Eletrospray (IES-EM)

Os extratos brutos das peconhas das duas coletas obtidos conforme descrito no
item 4.2 foram analisados por IES-EM. Os experimentos de espectrometria de massas
foram realizados num Espectrometro de Massas LCQ-Fleet-Thermo (Figura 4.4), que
permite a realizacdo de fragmentac6es sucessivas obtendo-se assim, tanto espectros EM
quanto EM/EM. O espectrometro de massas triploquadrupolo foi equipado com um
probe padréo do tipo electrospray (IES). As amostras foram injetadas a um fluxo de 4
uL/min, com auxilio de micro-seringas acopladas a uma microbomba de infusdo (KD
SCIENTIFIC). Durante todos os experimentos, a temperatura da fonte foi mantida a 80
°C e a voltagem na agulha a 3,6 kV, aplicando-se um fluxo de gas secante (nitrogénio)
de 200 pL/h e um fluxo de gas nebulizador (nitrogénio) de 15 uL/h, adquirido direto de
um gerador de acoplado ao espectrdmetro. A massa molecular de cada substancia foi
determinada por IES-EM com o espectrometro ajustado para formar picos, com largura
a meia-altura, de uma unidade de massa. A voltagem entre o skimmer e o cone de
amostra, que controla a transferéncia dos ions ao analisador de massas, foi ajustada para
30V.

Cerca de 30 pmol (10°L) de cada amostra foi injetada no probe do tipo
electrospray, transportados pelo solvente. Nos experimentos de MS no modo positivo, 0
solvente utilizado foi metanol 50% (v/v) acrescido; o espectro IES foi obtido no modo
de aquisi¢do continua, varrendo num intervalo de massas de m/z 100 a 2000, com tempo

de varredura de 7 segundos.
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4.4.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A composicdo quimica das amostras foi analisada inicialmente por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de *H. Para obtencdo dos espectros, dissolveu-se cerca de
1,5 mg fragdes em 0,7 mL de D,O. Para melhor resolucdo digital, as fragdes foram
filtradas, pois a auséncia de particulas sélidas facilita o ajuste da homogeneidade do campo

magnético Shim.

4.5 Ensaios bioldgicos

4.5.1Atividade antimicrobiana

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Minima Bactericida (CMB) dos extratos e substancias sdo realizadas conforme

metodologia descrita conforme CLSI (2003) e Eloff (1998).
4.5.1.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada em meio
liquido, através da técnica de microdiluicdo. Para isto, foram feitas diluicBes sucessivas
do extrato em tubos de ensaio, e em seguida, 95 pL de cada diluicdo foram colocado em
cada poco da placa. Em seguida, foram inoculados os microrganismo-teste (5 uL),
preparado pela escala de (McFarland 0,5) diluido 10 vezes. As placas foram incubadas a
temperatura (exemplo: 30 ou 37 °C) e tempo adequado (18 a 24 horas), de acordo com a
necessidade de cada microrganismo. Apds esse periodo, foram inoculado 40 pL de
revelador (cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdleo) em cada tubo, e estes incubados

novamente por 30 minutos.

Onde houve crescimento bacteriano, os tubos foram revelados em vermelho, e
onde ndo houve crescimento, o0s tubos permaneceram incolor. A CIM é considerada a
menor concentragdo do extrato ou substancia onde ndo houve crescimento bacteriano

(onde os tubos permanecerem incolor). O teste foi realizado em triplicata.
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Figura 4: Esquema de realizagéo do CIM

4.5.1.2 Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

Os tubos utilizados para determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (C1M)
foram utilizados para determinacdo da CBM. Uma aliquota (100 pL) de cada
concentracdo a partir da CIM foi inoculada em placas de Agar Miieller-Hinton e
posteriormente incubadas em temperatura e tempo adequado. A CBM é considerada a
menor concentracdo do extrato onde ndo houver crescimento celular sobre a superficie
do agar inoculado.

4.5.2 Ensaio de citotoxicidade utilizando Artemia salina

Foi utilizado o bioensaio com o microcrustdceo para avaliar o potencial
citotoxico do extrato bruto. Este ensaio foi escolhido por ser rapido, de baixo custo,
eficiente e por requerer pouca quantidade de amostra (Andriolli et al., 2007).

Para o teste, utilizou-se como meio de crescimento uma solucéo salina (3,8%), e
para a eclosao, adicionaram-se 10 mg de cistos de Artemia salina. As condicdes de
crescimento utilizadas foram: temperatura de 25 a 28 °C, e iluminacdo em lampada
branca comum fluorescente, durante 48 horas, e sistema de aeragdo. Apos esse periodo,
as larvas sdo transferidas para placas de 24 pocos, sendo distribuidas 10 larvas de
Artemia salina para cada pogo. Nos pogos sdo adicionados 100 uL do extrato na
concentragdo de 1000 pg/mL, e avoluma-se para 1 mL, em triplicata. No controle,
adiciona-se o solvente usado para dissolver o extrato.

As placas com as larvas de A. salina sdo mantidas por 24 horas sob iluminagéo

de lampada branca comum fluorescente. ApoOs esse periodo, avalia-se 0 numero de
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larvas sobreviventes, tanto nos pogos de controles quanto no teste. Testa-se inicialmente
na concentragdo de 1000 pg/mL e, se for citotoxico, diluir o extrato até encontrar a CLsg
(Figura x).

10 mig de Cistos de
A. salina

—
=

o I EclosH%o dos élstos I

Soluciio aquosa de sal
marinho sintético 29 g/L

Apds 24a4h, contagem
cla mortalidsade

Figura 5: Esquema de realizag¢do do ensaio de citotoxicidade

4.5.3 Ensaio antioxidante empregando a metodologia do DPPH«

A solucao de DPPH- foi preparada solubilizando 28 mg do DPPHe com 1mL de
DCM e avolumando com MeOH até 100 mL.

A diluigdo da solugdo do acido ascorbico com &gua deionizada resultou nas
seguintes concentragdes: 0, 100, 200, 400, 600 e 800 pg/mL. A solu¢gdo de DPPH- ¢
utilizada na concentracdo de 2,8 mg/L (Figura 21).

Preparagdo da curva do DPPHe: adicionam-se em seis novos microtubos 990 uL.
de DPPHe e completa-se com 10 uL da solu¢do de acido ascorbico. Espera-se por 30
minutos para realizar a leitura da absorbancia em espectrofotdémetro no comprimento de
517 nm.

Ensaio com o0s extratos: apds a verificacdo da curva de calibracdo e sua
linearidade, adicionam-se 0,5 mg/mL dos extratos nas solu¢des de DPPHe. Realiza-se a
leitura da absorbancia (517 nm) no espectrofotdmetro, e apo6s 30 minutos de reacdo, a
leitura € realizada novamente. A variagdo da absorbancia dos extratos é comparada com

0 &cido ascorbico para a avaliacdo quantitativa do potencial antioxidante.

48




Material bioldgico

[ Extrato bruto ]

1)Extragdo com MeOH/H,0 } 3x
em ultrassom 20 min.
2) Filtracéo
3) Centrifugacgéo
4)Concentracao
v v
[ Ensaio biologico } Fracionamento Analise por
em coluna aberta Espectrometria de
l/ de Florisil Massa
Toxicidade & \L
Artemia .
salina Analise por
Espectrometria
i/ de massa
Atividade i/
Antimicrobiana
[ RMN }
Atividade
Antioxidante

Figura 6: Esquema geral de estratégia experimental adotada no trabalho
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5. RESULTADOS
5.1 Ensaios bioldgicos

5.1.1 Testes de toxicidade do extrato bruto frente a Artemia salina

Para este ensaio foi submetido apenas amostra do extrato bruto da segunda
coleta de Polistes canadensis, sendo este utilizado para avaliar a imobilidade/ toxicidade
do extrato bruto do veneno.

A concentracdo inicial do extrato foi de 10.000 pg/mL, a partir desse valor
inicial e de sucessivas diluicbes do veneno foram selecionadas as seguintes
concentracdes testes (em upg/mL) de 1000, 500, 250, 120, 60 e 30 a fim de se
estabelecer a dose letal para 50% dos organismos testados. A correlagédo entre

concentracdo e imobilidade esta demonstrada na tabela:

Tabela 5: Resultado do extrato frente a Artemia salina visando conhecer seu

natancial tdvdaen
PottertontoXIto:

Imobilidade (%) nas concentracoes (ng/mL)

Amostra Solvente 1000 500 250 120 60 30
Extrato MeOH 6,67 3,33 0 0 0 0
bruto

Verificou-se que a pegonha bruta apresenta discreta atividade téxica, sendo letal
somente em altas concentragdes, ainda assim com baixa letalidade, ndo chegando a 50%
de mortos. De acordo com os dados apresentados, ao se testar a peconha de P.
canadensis, a maior atividade toxica alcancada (6,67%) foi alcancada com a
concentracdo de 1000ug/mL e (3,3%) na concentragdo de 500 pug/mL, ndo havendo
atividade nas outras concentracOes testadas. Devido a fraca atuacdo da peconha frente a

A. salina, optou-se por ndo dar prosseguimento aos ensaios com as fragoes.
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5.1.2 Ensaio antibacteriano

A atividade antimicrobiana da pegonha bruta de P. canadensis foi investigada e
os resultados sumarizados nas tabelas x e y. Foi determinada a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) dos extratos brutos da primeira e segunda coleta, baseados no método
descrito por CLSI (2003) e Eloff (1998).

Foram selecionadas trés linhagens de bactérias, duas patogénicas a peixes sendo
uma gram-negativa Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883 T) e uma gram-positiva,
Flavobacterium columnae (ATCC ). E uma clinica, Staphylococcus aureus (ATCC)
gram-positiva. A concentracdo inicial do extrato foi de 5.000 ug/mL, a partir desse valor
inicial e de sucessivas dilui¢cdes do veneno em DMSQO, foram selecionadas as seguintes
concentracgdes testes (em ug/mL) 500, 250 e 125.

Tabela 6: Resultado da atividade dos extratos visando conhecer o CIM do extrato bruto

Concentracdo Inibitéria Minima 12 coleta e 22 coleta

Concentracbes | Gram- negativa Gram-positivas
(ng/mL) Klebsiella Flavobacterium Staphylococcus
pneumoniae columnae aureus
500 + + +
250 + + +
125 + - +
Oxitetraciclina | + + +
Legenda: (+): ativo; (-) ndo ativo
125 pg/mL

O resultado mostra que os extratos brutos obtidos nas duas coletas foram
igualmente ativos tanto para bactérias gram-positivas quanto para a gram-negativa,
sendo que frente a K. pneumoniae e S. aureus, 0 CIM (125 pg/mL) é duas vezes mais
potente que para F. columnae (250 pg/mL). Comparativamente a oxitetraciclina na
concentracdo de 125 pg/mL, observou-se que ambos os extratos demonstram potencial

acao inibitdria sobre estas bactérias.

A partir dos resultados obtidos com o CIM, foi possivel determinar a
Concentracdo Minima Bactericida (CMB) para todas as trés bactérias testadas a fim de
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classificar o extrato como bacteriostatico ou bactericida. Todas as linhagens testadas

demonstraram sensibilidade aos extratos da primeira e segunda coleta de P. canadensis

Concentracdo Inibitéria Minima 22 coleta

e este revelou-se bacteriostatico (Figura z).

Extratos Concentracdo Minima Bactericida — CMB (ug/mL)
Klebsiella Flavobacterium Staphylococcus
Pneumoniae columnae Aureus
T1 125 500 125
T2 125 250 125

Os resultados expostos na tabela ¢, mostram que K. pneumoniae e S. aureus
foram duas vezes mais sensiveis do que F.columnae, as duas primeiras tiveram seu
crescimento inibido na concentracdo de 125 ug/mL para os extratos das duas coletas. J&
F.columnae teve resultado diversificado, na primeira coleta, o extrato foi ativo na
concentracdo de 500 pg/mL, a segunda coleta foi duas vezes mais ativa, sendo

bacteriostatico na concentracao de 250 pg/mL.

Por apresentarem intensa semelhanca na atividade bioldgica e quimica (secdo
Xvp) decidiu-se por unir os extratos. Foi realizado um novo ensaio, sendo que desta vez
amostra foi solubilizada em H,O. Partindo de uma concentracdo de 10.000 pg/mL foi
possivel realizar o teste com seis microrganismos Klebsiella pneumoniae (ATCC);
Flavobacterium columnae; Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas,
Aeromonas hydrofila e Escherichia coli, nas seguintes concentragdes 500, 250, 125,

62,5, 31,25 e 16,6. Os resultados podem ser visualizados na tabela g.

Os resultados da avaliagcdo antimicrobiana dos extratos unidos de P. canadensis
reproduziram os resultados obtidos quando estes foram testados em separado. Os testes
realizados com novas linhagens bacterianas mostram que as bactérias gram-positivas
sd0 mais sensiveis ao extrato do que as gram- negativas, demonstrando acdo de

seletividade.
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Gram- negativas Gram-positivas
Concentragdes | Klebsiella | Escherichia | Aeromonas | Pseudomonas | Flavobacterium | Staphylococcus
(Hg/mL) Coli Hydrofila | aeruginosa columnae Aureus
pneumoniae

500 + - - - + "
250 + - - - + +
125 - - - - - +
62,5 - - - - - -
31,25 - - - - - -
15,6 - - - - - -

5.1.3 Ensaio antioxidante

A determinacdo do potencial antioxidante de substancias ocorre quando héa
reducdo do radical DPPH= em contato com as substancias presentes em determinada
amostra. Essa reacdo é perceptivel quando ha uma mudanca na sua coloracdo, do roxo
para o amarelo esbranquicado, devido a presenca de grupos doadores de hidrogénio.

Os extratos das duas coletas de Polistes canadensis foram testadas e por sua vez
ndo apresentaram uma boa atividade antioxidante. A tabela x mostra os resultados
obtidos no teste nas maiores concentracOes testadas. Os extratos apresentaram
respectivamente, na primeira coleta equivaléncia de 32, 048 e na segunda coleta
equivaléncia de 26, 7333. Quando comparados com Fe®*, a equivaléncia da primeira
coleta foi de 17,729 e da segunda coleta 21,248.

Método usando DPPH=
Valores médios Desvios padroes

|IDABSs| [AA] Equiv. IDABSs17| | [AA] Equiv.

Coleta 1 0,013 0,163 32,048 0,005 0,039 8,177
Coleta 2 0,016 0,189 26,733 0,003 0,022 3,196

Método usando Fe®"

Valores médios Desvios padroes
[Fe*] [AA]L, Equiv. [Fe*'] [AA]L, Equiv.
Coletal | 0,048 0,293 17,729 0,048 0,074 4,041
Coleta2 | 0,012 0,236 21,248 0,010 0,016 1,407

5.2 Analises quimicas

5.2.1 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
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Os extratos da peconha de Polistes canadensis das suas coletas foi submetido a
anélise por CLAE-FR — C18 em coluna semi-preparativa Luna C-18 (250 x 10 mm),
utilizando-se gradiente de MeOH de 5 a 20% (v/v) em 30 minutos (Tabela 4).
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Figura 5: Perfil cromatografico do fracionamento do extrato do veneno da vespa
social Polistes canadensis da 12 coleta (a) e da 22 coleta (b), 5mg/500uL, sob
CLAE-FR, com coluna Luna C-18 (250x 10 mm, 5mm), sob gradiente linear de 5 a
20% de solucdo A- 0,1% de TFA em agua ultrapura, solugdo B- Metanol sob fluxo
de ImL/minuto. As fracdes cromatograficas foram monitoradas em 214 nm.

Os perfis cromatograficos obtidos por CLAE-FR de 5 mg de peconha bruta
mostram 6tima reprodutibilidade em coluna analitica, observando-se 12 fragcdes bem
separadas e definidas (com excessdo da fracdo 1), mostrando apenas diferengas minimas

quanto & intensidade e tempo de retencdo para as duas coletas Por mostrarem o mesmo
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perfil cromatografico e as mesmas atividades bioldgicas (secdo 5.1.2), decidiu-se unir 0s
extratos das duas coletas. Embora os perfis reproduzissem em coluna analitica, o
mesmo ndo foi possivel em coluna semi-preparativa, utilizando o mesmo sistema de
eluicdo e outros sistemas diversos, impossibilitando a purificacdo através desta técnica,

optou-se entdo pelo fracionamento em coluna aberta.

5.2.2 Fracionamento em coluna aberta

O extrato bruto da pegonha de P. canadensis foi fracionado em coluna aberta de
Florisil e foram obtidas 56 fragOes de 17 mL de solvente por fracdo. As fracdes com
quantidade de massa suficiente para serem trabalhadas obtidas (tabela X) foram
submetidas a RMN.

5.2.2.1 Fragdo 32 e 33

Dentre as 56 fracOes obtidas, as fracOes 32 e 33 apresentaram maior semelhanga
quimica, quando analisadas por RMN (Figura 1 e 2) por isso foram reunidas, analisas
por CLAE utilizado as mesmas colunas ja descritas, resultando em quatro novas sub-
fracdes, que foram denominadas fr-1, fr-2, fr-3 e fr-4 cujos tempos de retencdo foram:
2,86728; 4,94899; 11,704; 20,3077 (figura).
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Figura 5: Perfil cromatografico do fracionamento da reunido das fracdes 33 e 32 da
peconha de vespa Polistes canadensis, sob CLAE-FR, com coluna Luna C-18 (250x
10 mm, 5mm), utilizando-se eluicdo isocratica com MeOH/H,0 a 5% (v/v) [contendo
0.1% de TFA]. As fracGes cromatograficas foram monitoradas em 214 nm.

As fragbes foram coletas e submetidas & novas analises por RMN de *H.
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5.2.3 Analise por Espectrometria de Massas

O perfil das massas moleculares da peconha de P. canadensis foi obtido por
meio de analises de espectrometria de massas em sistema IES-EM. Os espectros de
massa analisados foram comparados com bancos de dados eletrénicas de espectros de
massa, tais como: Pherobase (Insect Pheromones and Semiochemicals),

(www.pherobase.com); “Human Metabolomic Database” (www.hmdb.ca) e na

literatura.

fon m/z 318

A figura 4A mostra o espectro ESI-MS, onde o fon de m/z 318,21 como [M+H]"
apresenta-se como maior sinal. A perda de agua (18 Da) a partir do ion molecular
[M+H]" também é observada, gerando o ion de m/z 300,21, a partir do qual sofre a
perda de uma carbonila (44 Da) gerando o ion m/z 256,20. Na sequencia, figura 4B
mostra o espectro MS? do fon molecular de m/z 300,36, revelando os fragmentos de fons
m/z 281,95; 256,00; 190,22; 146.01, 98.13 e 87.99. A figura 4B mostra o espectro MS®
do ion molecular de m/z 256.32, que apresenta 0s seguintes ions de m/z 238.51,
212.19,102.30.

A 120517121213 #996 RT:10.00 AV: 1 NL: 4.27E3
T:ITMS + ¢ ESI Full ms2 318.00@cid23.00 [85.00-319.00]
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http://www.pherobase.com/

190.22

283.11

zzzzzzz

fon 537

O ion de m/z 537, sofre duas perdas consecutivas de 59 Da e forma os seguintes
fons m/z 478.78 e 419.82. O espectro MS? do fon molecular de m/z 419,82 ao ser
fragmentado também sofre uma perda de 59 Da e forma o pico m/z 360. 82. O espectro

MS? do ion molecular de m/z 360. 82
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6. DISCUSSAO

Este estudo é o primeiro realizado com a peconha da vespa social Polistes
canadensis. Como outras peconhas de artrépodes, tais como aranhas e escorpides,
esperava-se que esta fosse uma rica fonte de substdncias com uma ampla faixa de
efeitos farmacoldgicos em diversos sistemas (BELEBONI, et al., 2004), para 0s quais
seriam altamente seletivas (KONNO et al., 1997). Uma vez que a producdo de veneno
pelas vespas é muito pequena e existe uma limitada disponibilidade de animais para
extrair a pecgonha bruta, poucos estudos foram realizados com venenos de vespas
quando comparados com o0s estudos realizados com plantas e microrganismos
(OIVEIRA; PALMA, 1998).

6.1 Analises quimicas

Para obtencdo do perfil quimico da peconha bruta da espécie Polistes canadensis
foi utilizada uma combinacdo das técnicas de Cromatografia Liquida Classica,
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia sob Fase Reversa (CLAE-FR) e
espectrometria de massas (IES-EM). A cromatografia em coluna aberta e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia permitem uma separacdo preparativa ou
separacdo das substancias organicas utilizando-se solventes em ordem crescente de
polaridade (COLLINS et al., ano), a espectrometria de massas fornece detalhes
importantes quanto a massa molecular e as fragmentacfes que auxiliam na

determinacéo estrutural das substancias presentes no veneno.

O perfil cromatografico das duas coletas (preparadas de vespas coletadas em
épocas diferentes, mas no mesmo local) mostrou que eles foram similares
qualitativamente, havendo pequenas varia¢es quantitativamente relativas ao tempo de
retencdo e intensidade. N&o foi investigada a influéncia de variac6es sazonais, idade dos
individuos ou outros fatores que podem influenciar na composicdo quimica e nas
atividades biologicas. Quando comparados com 0s venenos de cobras, estes aspectos
estdo sendo fracamente estudados. ComparacOes realizadas entre sequencias de
peptideos quimiotaticos isolados de vespas tropicais e outras de clima frio revelaram

alguns aspectos interessantes (Souza et al., 2009):
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e Peptideos quimiotaticos isolados de vespas de clima frio apresentam
sequéncia composta de 13 residuos aminoacidos, e o tripeptideo FLP
caracteristico na cadeia terminal e um residuo de K na sétima posigao.

e Peptideos quimiotaticos isolados de vespas de clima tropical aprsentam
sequéncia de 12 aminoéacidos, ndo apresenta o tripeptideo FLP e o
residuo de K esta na décima posicao.

6.2 Atividade téxica

No primeiro ensaio bioldgico do trabalho, foi investigada a toxicidade da
peconha bruta da vespa social P. canadensis frente ao crustaceo Artemia salina. A
atividade citotoxica da peconha de vespas € bastante conhecida por apresentar uma
grande variedade de toxinas com acdo no sistema nervoso, principalmente de insetos e
crustaceos (PALMA, 2006; KONNO et al.,1997).

Em geral, extratos com alta toxicidade para A. salina (CLsp < 200 pg/mL)
apresentam alto potencial para estas atividades antitumoral, tripanossomicida,
antibacteriano e antifingico. Verificou-se que a peconha bruta de P.canadensis
apresenta discreta atividade citotoxica para A. salina (CLso > 5000 pug/mL) sendo letal
somente em altas concentra¢des, ainda assim com baixa letalidade, ndo chegando a 50%
de mortos (Tabela 6), sugerindo que talvez ndo tenha potencial para estas atividades.

Né&o existem relatos na literatura deste ensaio envolvendo vespas e A. salina.
Com base nesses dados pode-se inferir que a baixa atividade da pegonha frente ao
crustaceo reflita o comportamento da vespa, uma vez que P. canadensis é uma espécie
social e seu veneno como de outros himenopteros sociais seja direcionado para protecdo
da coldnia enquanto que espécies solitarias produzem neurotoxinas especificas para
caca, causando paralisia e morte em outros artropodes, uma vez que o A. salina é
altamente sensivel as influencias do meio (COSTA et al., 2008; KONNO et al., 1987;
KONNO et al., 2000; LIBERSAT, 2003; PALMA, 2006).

6. 3 Atividade antimicrobiana

A problemética da resisténcia bacteriana as atuais drogas antimicrobianas

constitui-se um problema de grande ameaca a homens e animais, e é procedente da
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uso inadequado de antimicrobianos em medicina humana e veterinaria
(GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010). Bactérias patogénicas a peixes, podem
atacar barbatanas, tegumento e intestino (OLIVEIRA et al., 2011). Um estudos in
vivo, realizados com matrinxa (Brycon amazonicus), espécie de peixe com enorme
potencial econdémico na regido amazonica, mostrou rapida acdo destas bactérias,
causando lesdes ulcerativas nos olhos, barbatanas e abdémen ap6s 24h, e morte
apos 57h (OLIVEIRA et al., 2011) evidenciado a necessidade de novas opgdes no

tratamento destes patdgenos.

Nakajima et al. (1982), em um levantamento para caracterizar a atividade
dos componentes dos himenopteros, observou que a fracao peptidica € a principal

responsavel pela agdo antimicrobiana da peconha destes, e que estes perfazem cerca

Valores de MIC ( pg/mL)

Gram- negativas Gram-positivas
Klebsiella | Escherichia | Aeromonas | Pseudomonas | Flavobacterium | Staphylococcus

Coli Hydrofila aeruginosa Columnae Aureus
pneumoniae

de 60% de massa seca do extrato bruto. Baseando-se nas médias das CIMs obtidos,
0 presente estudo evidenciou que a atividade do extrato bruto da peconha de P.
canadensis foi superior a de muitos peptideos isolados da pegonha de outras
espécies de vespas. Resultados semelhantes foram observados por Souza et al.
(2009), ao comparar a atividade antimicrobiana dos mastoparanos Polybia — MP 11
e Polybia — MP Il isolados de Polybia paulista com outros peptideos isolados de

outras vespas de outras espécies (tabela u).
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Polistes 125 - - - 250 125
canadensis
Polybia — - 8 - 62 - 4
MP I
Polybia — - 62 - 500 - 31
MP 111
Agelaia - - 382 - 257 - 191
MP
Cabrolina - 150 - - - -
Polybia - 250 - 250 - 15

Os resultados aqui obtidos também indicam certo grau de afinidade do extrato
com bactérias gram-positivas. Isto pode ser explicado pela interacdo entre peptideos e
membranas e pela estrutura molecular dos dois. A camada externa das membranas de
celulares procaridticas tende a ser composta predominantemente por fosfolipideos
anionicos como fosfatidilglicerol (PG), seu dimero, a cardiolipina (CL) e
fosfatidilserina (PS), que sdo praticamente ausentes em membranas de mamiferos
(Yeaman & Yount, 2003), a diferenca fundamental entre as bactérias gram-positivas e
gram-negativas esta na parede celular das duas.

A parede celular de bactérias gram-positivas consiste de varias camadas de uma
complexa mistura de peptideoglicano com moléculas de acido teicoico e é mais
espessa. Ja as bactérias gram-negativas, a parede celular € composta de uma Unica
camada de peptideoglicano envolto por uma membrana externa, que contem alguns
lipopolissacarideos, esta composi¢do torna a membrana das gram-negativas mais
hidrofébica do que as gram-positivas tornando-se menos suscetivel ao ataque de agentes
hidrofébicos como os peptideos antimicrobianos e outros agentes antibiéticos (SOUZA
et al, 2005).

Quanto a baixa atividade do extrato frente a bactérias gram-negativas da unido
dos extratos da primeira e segunda coleta, ressalta-se também que a troca do solvente
DMSO para anélise do extrato em solucdo aquosa possa ter influenciado de alguma
forma a atividade antimicrobiana deste, visto que, a literatura indica forte afinidade dos
componentes antimicrobianos tanto para bactérias gram-positivas quanto gram-
negativas. Outros estudos deverdo ser realizados buscando melhor compreenséo.

Com relacdo as concentragdes bactericidas minimas (CBM), a sensibilidade das
cepas estudadas seguiu 0 mesmo padrdo observado nas CIMs. Entretanto, a literatura
ndo dispde de estudos que classifiquem a atividade bacteriostatica ou bactericida da

peconha bruta de animais, o que limita a apresentacdo destes dados. Outro fator
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limitante na comparacdo dos nossos dados com a literatura, é que a grande maioria dos
estudos utiliza peptideos sintéticos em testes de atividade biol6gica, e o proprio ensaio
de microdiluigdo segue procedimentos padronizados de forma diferente dos aqui
empregados.

Enfim, este estudo permitiu demonstrar a inclinacdo da atividade do extrato da
peconha bruta de P. canadensis sobre bactérias clinicas gram-positivas, indicando uma
nova possibilidade dentro dos produtos naturais. No entanto, estudos adicionais sao

essenciais para confirmacéo dos resultados aqui sugeridos.
6.4 Atividade antioxidante

A utilizacdo de DPPH para o teste de atividade antioxidante, esta sendo muito
utilizada para verificar a capacidade de muitos produtos naturais para sequestrar radicais
livres (SILVA et al.,).

Os extratos da primeira e segunda coleta de P. canadensis apresentaram
respectivamente equivaléncia igual a 32, 048 e 26,733 demonstrando ndo possuir
potencial antioxidante. No entanto, esse valor ndo é satisfatorio quando se sabe que a
constituicdo quimica desta peconha é composta de peptideos e aminoacidos livres,
especialmente triptofano, tirosina e fenilalanina que ddo origem as principais

substancias com alto potencial antioxidante.

Uma sugestdo para tal resultado, é que método nao foi eficaz porque depende da
relacdo entre estrutura conformacional e a disponibilidade de doacdo de hidrogénio ou
hidroxila a molécula de DPPH. Talvez, as substancias presentes na peconha de P.
canadensis ndo tenham boa conformacéo capaz de estabilizar o radical.
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CONCLUSOES

A peconha de Polistes canadensis mostrou uma boa inibigéo in vitro frente ao
crescimento  Klebsiella  pneumoniae,  Flavobacterium  columnae e
Staphylococcus aureus;

Foi possivel estimar a concentracdo inibitéria minima da peconha bruta de P.
canadensis sobre o crescimento das cepas de K. pneumoniae, F. columnae e S.
aureus empregadas nos testes.

A peconha de P. canadensis ndo mostrou diferencas quanto ao perfil molecular
segundo analise cromatografica quando coletada em época diferentes.

Com o presente trabalho surge a possibilidade de isolar e averiguar se compostos
peptidicos, presentes em peconha de vespas das espécies P. canadensis,

apresenta alguma atividade inibitdria frente a cepas de Candida albicans
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