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RESUMO

A dor foi definida pela Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como
“uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano real ou
potencial, ou descrita em termos desse dano potencial” e tem sido elencada como
um grave problema de salde publica. A terapia analgésica atual baseia-se no
manejo sequencial de analgésicos, o qual tem como ultimo recurso o uso de
opidides como a morfina que é extremamente eficaz, porém produzem efeitos
colaterais sistémicos, além de desenvolverem dependéncia e tolerancia. Atualmente,
a busca por novos farmacos com alvos alternativos tem sido necessaria a fim de
minimizar os efeitos colaterais ou aumentar a eficacia do tratamento para a dor. As
vespas, artropodes da ordem Hymenoptera, possuem em suas peconhas uma
guantidade enorme de toxinas bioativas que podem atuar como antimicrobianas,
anticonvulsivantes, ansioliticas e antinociceptivas. O mastoparano € uma classe de
peptideos muito abundante na peconha de vespas que tem demonstrado um
enorme potencial para novas drogas antimicrobianas e excelentes ferramentas para
o estudo de proteinas G. O objetivo deste trabalho foi descrever a atividade
antinociceptiva de um mastoparano isolado da peconha da vespa social
Parachartergus fraternus, uma atividade inédita para esse grupo. Para tanto, a
peconha foi filtrada e cromatografada para a separacdo dos seus compostos. As
fracbes selecionadas foram testadas, aquela que apresentou atividade
antinociceptiva (PfTx 10) foi encaminhada a espectrometria de massa (MALDI-
TOF/TOF) para caracterizacdo de sua massa molecular e sequenciamento. Apés as
analises, descobriu-se que se tratava de um mastoparano de massa 1566,99 Da de
sequéncia idéntica ao peptideo AGELAIA — MP 1. O peptideo foi entdo sintetizado e
posteriormente, testado em trés doses distintas — 3.2, 4.8 e 6.4 mM. A maior dose
apresentou efeito antinociceptivo maximo por até quatro horas, sendo observado
decréscimo do indice de antinocicepcdo apds 24 horas, e trés dias apos o efeito
ainda se apresentava maior que o da salina. Os resultados obtidos revelam o grande
potencial no estudo de novos compostos isolados da peconha de vespas com
atividade no Sistema Nervoso Central. Além disso, diversos compostos descritos
ainda tem funcbes farmacoldgicas desconhecidas, que podem porporcionar o
desenvolvimento de ferramentas para o estudo do funcionamento cerebral normal ou

patologico.



ABSTRACT

Pain is defined by the International Association for the Study of Pain (IASP) as "an
unpleasant sensory and emotional experience associated with actual or potential
damage, or described in terms of such damage potential" and has been classified as
a serious health problem public. Nowadays the analgesic therapy is based on the
sequential handling of pain killers, which has as a last resort opioids like morphine
which is very effective but produces systemic side effects, in addition to develop
dependence and tolerance. Therefore, the search for new drugs with alternative
targets becomes necessary in order to minimize side effects or enhance efficacy of
treatment. Wasps, arthropods of the order Hymenoptera, have a great amount of
bioactive toxins in their venom that can act as antimicrobial, anticonvulsant, anxiolytic
and antinociceptive. The mastoparan is an abundant class of peptides in the venom
of wasps which has shown potential for new antimicrobial drugs and excellent tools
for the study of protein G. The goal of the present study is to describe the
antinociceptive activity of a mastoparan isolated from the venom of the social wasp
Parachartergus fraternus, a novel activity for this class of peptides. For this purpose,
the venom was filtered and chromatographed to separate the compounds. The
selected fractions were tested, one that showed antinociceptive activity (PfTx 10)
was referred to mass spectrometry (MALDI-TOF/TOF) to characterize its molecular
weight and sequencing. After analysis, it was identified as a mastoparano with mass
of 1566.99 Da and peptidic sequence identical to Agelaia - MP |. The peptide was
subsequently synthesized and then tested in three different concentrations - 3.2, 4.8
and 6.4 mM. The largest dose reported maximum antinociceptive effect for up to four
hours and also reduced the rate of antinociception after 24 hours and three days
after i.c.v. injection the effect is still showed greater than that of saline. The results
revealed the great potential of the study of compounds isolated from the venom of
wasps with activity in the central nervous system. In addition, various compounds
described still have unknown pharmacological functions that can provide the
development of tools for the study of normal or pathological brain function.
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1 Introducéo

1.1 Dor e Nocicepgéo

As civilizacbes mais antigas entendiam a dor como um castigo divino,
resultado de possessdes demoniacas ou até mesmo como forma de obter gracas
divinas, e por esses motivos, Varios cientistas importantes ao longo do tempo
dedicaram seus estudos para entender e amenizar a dor (Lent, 2008; Chimello e
Neto, 2004).

Alcmaedn (535 a.C.), um discipulo de Platdo, foi o primeiro a atribuir a
percepcao dos sentidos e da dor ao cérebro. Aristoteles (384-322 a.C.) descrevia a
dor como uma estimulacao excessiva de qualquer um dos cinco sentidos encarando-
a mais como uma condicdo emocional do que fisioldgica. Ele acreditava que o
coracdo e ndo o cérebro era a sede dos sentidos e da dor, e por causa da sua
notoriedade essa ideia perdurou por quase 2000 anos, gerando um atraso
significativo nos estudos cientificos sobre esse tema (Chimello e Neto, 2004).
Posteriormente, o fisiologista Galeno (130-201) estudou e classificou os nervos
periféricos em trés categorias de acordo com sua fungdo em: motores, sensoriais e
“‘especiais”, esta ultima foi a terminologia adotada por ele para os nervos que
conduziam a informacdo dolorosa. René Descartes (1596-1650 d.C.), filésofo
francés, apoiou as ideias de Galeno estudando a comunicacdo entre nervos

periféricos e cérebro, introduzindo o conceito de reflexo (Lent, 2008; Coimbra, 1995).

Somente na década de 1970, foi que surgiram organizacdes cientificas
especializadas para o estudo da dor como a Associacdo Internacional para Estudos
da Dor (IASP) que surgiu em 1974 e a revista Pain, criada em 1975 (Coimbra, 1991).
Com o crescente interesse mundial pelo tema e com o estimulo da criacéo da IASP,
o Brasil fundou a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), na década de
80 (Barros, 2005).

O Primeiro Subcomité de Taxonomia da Dor da IASP propds a seguinte

definicdo "uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um
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dano real ou potencial, ou descrita em termos desse dano potencial'. Essa é uma
definicAo Unica que engloba tanto o componente sensorial-discriminativo da dor,

guanto o afetivo-emocional (Lent, 2008; Oliveira et al., 2008).

A dor pode ser classificada de duas maneiras. A primeira é caracterizada de
acordo com o seu tempo de duragao, divide a dor em aguda, sentida em um curto
intervalo de tempo enquanto o estimulo persistir, ou crénica, sentida por um longo
periodo mesmo apds o desaparecimento do estimulo (IASP, 1994). Embora seja
muito relativo o conceito de longo ou curto periodo, parece haver uma concordancia
entre a comunidade académica que considera a dor crénica aguela que persiste por
no minimo trés meses (Sidal e Loeser, 2001; Cohen et al, 2013).

A outra classificagdo da dor refere-se ao estimulo direto dos nociceptores
podendo ou ndo haver injuria tecidual, dividida em: nociceptiva, neuropatica, central
e alodinia. A dor nociceptiva € aquela que deriva da ativacdo direta dos
nociceptores, neste caso, quando ha uma lesédo tecidual ocorre liberacdo de
substancias no local do dano estimulando os nociceptores a realizarem a transducao
de sinal gerando um impulso nervoso para a sensac¢ao dolorosa. A dor neuropatica
caracteriza-se por disfuncdo ou dano de um nervo ou grupo de nervos, enquanto a
dor central € causada por danos ou disfuncdes no Sistema Nervoso Central. E
finalmente, a alodinia é uma dor causada por um estimulo sensorial indcuo,
normalmente de origem inflamatéria persistente, ou em casos de cicatrizacdo de

lesBes grandes como nos pos-operatorios (IASP, 1994).

De extrema importancia para o organismo, a dor é um indicador da
integridade corporal e tem sido considerada desde janeiro de 2000 pela Joint
Comission on Accreditation on Heathcare Organizations (JCAHO) o quinto sinal vital,
devendo ser avaliada e registrada em conjunto com 0s outros sinais. O sistema
nociceptivo esta formado entre a 242 e a 282 semana de gestacéo, ou seja, neonatos
a termo e pré-termo podem sentir dor, sendo esta sensacdo neles mais
desagradéavel e duradoura, pois os sistemas de inibicdo e modulacdo da nocicep¢éo
ainda ndo estdo completamente formados (Linhares e Martinez, 2005). Na fase de
crescimento, na primeira infancia e na adolescéncia, a dor do crescimento € uma
gueixa bastante comum afetando cerca 37% das criancas (Forni e Jalikhian, 2012).

Em adultos, aproximadamente 20% da populagdo mundial sofre com dor cronica
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(Park e Moon, 2010), sendo considerada uma questao de saude publica, pois esta €
uma condicdo incapacitante para muitos trabalhadores (Kreling et al, 2006). Em
idosos, a prevaléncia de dor cronica € maior que em adultos, sendo a queixa

principal nos ambulatorios (Silveira et al, 2012).

E importante salientar também que a dor n&o tratada pode se perpetuar, e
causar imunossupressao suscetibilizando o paciente a outras doencas, onde a dor
também se apresenta como um sintoma criando um circulo vicioso (Stucky et al.,
2001). Para estes pacientes e para portadores de dores neuropaticas, sao
necessarios tratamentos mais agressivos, com o0 uso de opiaceos, onde apenas
30% a 50% apresentam melhora clinica. Outro fator importante € que mesmo 0s
pacientes que apresentam respostas positivas ao tratamento, estdo sujeitos aos
efeitos adversos sistémicos indesejados dos farmacos e ao desenvolvimento de
tolerancia e dependéncia, fatores que limitam o uso clinico do farmaco (Rajendra et
al, 2004).

Estudos epidemiolégicos da incidéncia da dor sdo escassos no mundo e
principalmente, no Brasil. Em 2000, um amplo estudo realizado nos Estados Unidos
revelou que aproximadamente 86 milhdes de norte-americanos apresentavam dores
cronicas, destes, 65 milhdes (75%) encontravam-se incapacitados total ou
parcialmente, representando um gasto anual do governo de cerca de 70 bilhdes de
dolares (Marquez, 2004). No Brasil, dados recentes do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro demonstraram que 49,5% dos pacientes
do Pronto Socorro apresentaram a dor como queixa principal a sua visita, e mesmo
apos tratados, alguns pacientes obtiveram alta com niveis intermediarios de dor,
ressaltando o fato que a dor deve ser melhor valorizada e tratada (Barreto et al,
2012). De maneira similar, em hospitais da regidao Sul do Brasil, foi verificado que
cerca de 40% dos pacientes apresentavam como queixa principal a dor (Dal Ponte
et al, 2008). Vale ressaltar, que a queixa de dor deve ser sempre valorizada e
respeitada, principalmente devido ao desconforto que manifesta (Pedroso e Celich,
2006).

Atualmente, para o estudo desse fendbmeno deve-se diferenciar a dor de

nocicepcao. Segundo a IASP (1994), dor € a captacdo do estimulo somado ao

componente emocional momentaneo que o0 paciente apresenta na hora da leséo,
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enquanto a nocicepcdo se refere a captacdo do estimulo pelos nociceptores que
gera um potencial de agdo no neurdnio aferente e a respectiva transmisséo deste

estimulo até centros superiores no cérebro.

Em testes com animais de experimentacédo, devido a dificuldade de avaliar os
componentes subjetivos da dor, é avaliada a hocicep¢do. Sendo assim, termos como
dor e analgesia sdo mais adotados para humanos e nocicepg¢do e antinocicepcao

para animais em testes de experimentacédo (Jones, 1992).

1.2 Mecanismos neurais da nocicepcao

O termo nocicepcao, derivado do latim nocere que significa "ferir ou
prejudicar”, € o nome dado ao processo pelo qual os organismos detectam estimulos
potencialmente ou realmente prejudiciais. A base deste sistema € uma classe
especifica de neurdnios aferentes sensoriais chamados de nociceptores, definida
pela IASP como “um receptor, preferencialmente, sensivel a um estimulo nocivo, ou

a um estimulo que se torne nocivo, se prolongado” (Smith e Lewin, 2009).

As terminacdes nervosas livres das fibras aferentes, que transmitem
informacdes de regides periféricas para o Sistema Nervoso Central (SNC), contém
0S nhociceptores, receptores que quando ativados, na presenca de um estimulo
potencialmente perigoso, sdo capazes de gerar um potencial de acdo e
consequentemente a sensacao dolorosa. Esses nociceptores estao presentes nos
mais variados tecidos do corpo humano como pele, vasos, musculos, articulacbes e
visceras, exceto no enceéfalo, unico érgao desprovido de nociceptores (para revisao
ver Lent, 2008).

Apenas estimulos de determinada intensidade tém a capacidade de ativar os
receptores nociceptivos, esses estimulos sdo chamados de néxios que, semelhante
a outros sistemas sensoriais como visao e olfato, ativam o receptor quando sdo mais

fortes que seu limiar (Lent, 2008).
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Os nociceptores sdo capazes de perceber estimulos de natureza fisica
(mecénicos e térmicos) e quimica, substancias liberadas no local da lesdo devido ao
dano tecidual. De acordo com o estimulo captado pelos nociceptores, eles podem
ser classificados em: mecanoceptores, sensiveis a pressao intensa; termoceptores,
sensiveis a estimulos térmicos acima de 45°C e nociceptores polimodais, sensiveis
a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (para revisao ver Julius e Basbaum,
2001; Oliveira et al., 2008).

As fibras Ad e C conduzem os estimulos dolorosos em velocidades diferentes
devido as suas caracteristicas fisicas. As fibras A9, responséaveis pela transmissao
da nocicepcédo aguda e rapida, sdo mielinizadas, com diametro médio de 2-6 uym e
velocidade de conducao que varia de 12 a 30 m/s. Enquanto as fibras C conduzem a
informacdo para o SNC de forma lenta por serem amielinicas e, por isso, seu
didametro é pequeno, variando de 0,4-1,2 um e sua velocidade de conducédo de 0,5 a
2 m/s. Os corpos celulares dos nociceptores estédo localizados nos ganglios da raiz

dorsal e trigeminal (Julius e Basbaum, 2001).

A informacé&o obtida pelos nociceptores € convertida em sinais eletroquimicos
e transformada em potencial de acdo, processo denominado transducao de sinal. A
estimulacdo de um numero suficiente de transdutores dara origem ao potencial de
acdo que sera conduzido pelas fibras C e Ad para o encéfalo produzindo a sensagao
de dor, passando por neurdnios de segunda ordem na medula espinhal e depois

para estruturas supra espinhais (Lent, 2008).

Os estimulos dolorosos se encaminham ao SNC, a partir das vias
ascendentes. Quando ha um dano ou leséo tecidual ocorre a liberagdo de uma série
de substancias distintas denominadas genericamente de sopa algogénica
(serotonina, bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos, glutamato) que ativam o0s
nociceptores das fibras aferentes Ad e C, estes encaminham os estimulos ao corno
dorsal da medula, liberando glutamato e substancia P, concretizando uma sinapse
com o neur6nio de segunda ordem (Levine, 1993; Dickenson, 1995; Bennet, 2000).
Apds a sinapse, o neurbnio cruza a medula e pode seguir por dois feixes o
neoespinotalamico e o paleoespinotalamico, ambos se dirigem ao talamo, onde
realizam outra sinapse e se encaminham ao cortex sensorial e limbico, resultando

no processamento da informag&o nociceptiva, com a identificacdo da localizacao
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exata e da integracdo com o componente emocional da dor (Marquez, 2004; Hill,
2001).

Figura 1: llustracao representando as vias modulatérias para a dor. Em vermelho
esta indicando a via ascendente e em verde a via descendente. DRT ( nucleo
reticular dorsal) ; RMV (medula rostroventral); LC (Locus Coeruleus); PAG (regiao
periaquedutal cinza) (Adaptado de Ossipov et al, 2010).

Uma das formas de modulacdo da dor é pelas vias aferentes, a teoria da
comporta, criada pelos fisiologistas ingleses Ronald Melzack e Patrick Wall em 1960,
postula que a ativagdo de fibras tateis (AB), ativa o interneurdnio presente na

substancia gelatinosa, bloqueando ou atenuando a ativacdo de neurbnios de
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segunda ordem, de modo a impedir ou diminuir a transmissdo da dor. Por esse
motivo o uso da estimulacdo elétrica transcutdnea (TENS) é adotado pelos

fisioterapeutas no alivio de algumas dores (Marquez, 2004; Lent, 2008).

Além da modulagdo ascendente, existe uma importante modulacao
descendente da nocicepcao, originadas no tronco cerebral e em outras estruturas
como hipotalamo, cortex, tdlamo, nucleo magno da rafe (NMR), substancia cinzenta
periaguedutal (PAG) e estruturas adjacentes da medula rostroventromedial (RVM),
que exercem importante papel na integracdo e modulagdo das mensagens
nociceptivas, no corno dorsal da medula espinhal (Millan, 2002; Vanegas e Schaible,
2004).

Os mecanismos descendentes modulam a resposta nociceptiva por exercer
suas acles, em nociceptores presentes nas fibras aferentes primarias, bem como
em neurdnios intrinsecos do corno dorsal, como interneurbnios excitatorios,
inibitérios e neurbnios de projecdo (Millan, 2002). Uma das descobertas mais
interessantes a respeito do circuito modulatério da dor é que esse pode tanto
facilitar, quanto inibir a transmisséo nociceptiva (Julius e Basbaum, 2001; Porreca et
al, 2002). Na RVM estdo presentes dois tipos de neurbnios, as chamadas células
‘liga” (on) e as células “desliga” (off), as quais estdo envolvidas na modulacao
nociceptiva. E proposto que as células “liga” (on) facilitam a conducdo de estimulos
nociceptivos quando ativadas, e as células “desliga” (off) inibem a transmissao
nociceptiva, provocada pela estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal
(PAG). Logo, o balanco entre a ativacdo dessas duas subpopulacdes de neurdnios
determina a resposta a um estimulo nociceptivo periférico. No entanto, em situacdes
de dor persistente, as alteracbes da neuroplasticidade podem resultar em uma
estimulacdo facilitatéria sustentada, o que ocasiona respostas persistentes e

exageradas a dor (Porreca et al, 2002).

1.3 Analgeésicos e terapias para dor

A procura por novas drogas analgésicas pelas industrias farmacéuticas teve

um crescimento consideravel nos ultimos 10 anos, sendo atualmente, depois do
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cancer, a segunda maior area que apresentou crescimento de pesquisas
(Arrowsmith, 2012).

As terapias farmacoldgicas de combate a dor envolvem o uso de analgésicos,
que podem ser agonistas opidides, comuns ou adjuvantes, anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINES) ou antidepressivos, usado em alguns casos de dores cronicas
persistentes, e podem ser administrados por via sistémica ou diretamente no

neuroeixo (Flores et al, 2012).

Os AINEs, como a indometacina, o acido acetilsalicilico e o paracetamol
inibbem a acdo das enzimas ciclo-oxigenase tipo 1 e tipo 2 (COX-1 e COX-2)
reduzindo a sintese de prostaglandinas e consequentemente, a sensibilizacdo de
terminagcfGes nervosas nos tecidos periféricos. Indicados para o combate de dores
agudas, sua utilizacdo sistémica pode ocasionar importantes efeitos indesejaveis
hepaticos, cardiovasculares, gastrointestinais e renais, limitando sua utilizacédo
(Souza, 2008; Flores et al, 2012). A dipirona, mais conhecida no Brasil pelo nome de
Novalgina®, é um AINE que atua ativando canis de potassio sensiveis a ATP e
também é uma inibidora da COX, causando uma analgesia periférica e central
respectivamente. Seu uso € proibido em grande parte do mundo por ser muito téxica
ao organismo, pois pode causar agranulocitose grave levando o paciente a 6bito

(Brasil, 2001; Hedenmalm e Spigset, 2002).

Nas ultimas décadas, tem se optado também por farmacos com diferentes
mecanismos de acdo e que primeiramente foram desenvolvidos para o tratamento
de outras doencas, como antidepressivos, antiepilépticos e sedativos. Os
antidepressivos podem ser usados como adjuvantes na terapia analgésica em
basicamente duas situacdes, quando ndo ha alivio com a administracdo de
analgésicos ou auxiliando os analgésicos convencionais, sendo muito utilizado como
opcao terapéutica para pacientes com dor neoplasica multilocalizada. E interessante
ressaltar que os antidepressivos atuam de forma mais rapida e em doses mais
baixas quando sua finalidade € o tratamento da dor, seu mecanismo de acdo se
deve pela inibicdo da captacdo da noradrenalina e da serotonina, aumentando a
ativacdo da via descendente inibitéria da dor (Flores et al, 2012; Agostinho e
Camacho, 2009). Além dos antidepressivos, o diazepam e alguns anticonvulsivantes

de primeira e segunda geracao sdo exemplos muito utilizados na prética clinica para
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o alivio de diversas dores, mesmo assim, ainda podem causar varios efeitos
adversos como boca seca, constipagcdo intestinal e alteracbes no ritmo cardiaco
(Agostinho e Camacho, 2009).

Pode-se citar também a clonidina, que é originalmente um farmaco utilizado
para tratar hipertensdo, e um agonista dos receptores a-2adrenérgicos preé-
sinapticos, que estao presentes no cérebro, medula espinhal e nos ganglios da raiz
dorsal. Utilizada por via oral ou injetavel seu uso terapéutico como analgésico e
sedativo é muito eficaz, porém seus efeitos colaterais, como boca seca, hipotensao
e hipertenséo rebote tém limitado seu uso clinico (Flores, 2012; Smania e Garcia,
2005). Outro exemplo é a cetamina que é um antagonista ndo competitivo dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e tem sido utilizada para impedir os
mecanismos de sensibilizacdo central e o fenbmeno de wind-up, que ocorrem na
perpetuagdo da dor. Atualmente, sua administracdo sistémica tem sido evitada
devido aos seus efeitos adversos graves como nauseas, vomitos e principalmente

as alucinacoes (Flores, 2012).

Os medicamentos mais utilizados atualmente no tratamento de dores cronicas
e persistentes sdo 0s analgésicos opiodides, drogas extremamente eficazes, mas que
produzem efeitos colaterais sistémicos, além de desenvolverem dependéncia e
tolerdncia nos pacientes que a utilizam com frequéncia, limitando seu uso clinico
(Rajendra et al., 2004).

O ¢6pio, uma substancia natural derivada da Papoula (Papaver sominiferum ou
Papaver bracteatum) vem sendo utilizado desde os tempos remotos como
componentes de farmacos ou com finalidade recreativa. Seu uso mais antigo é
datado de 3400 a.C. periodo no qual tem-se evidéncias do cultivo da papoula pelos
Sumérios que a descreviam como “planta da alegria” (Duarte, 2005; Martins et al,
2012). Como substancia terapéutica o opio foi utilizado por Hipécrates, em 460 a.C.,
como narcotico, sendo que os romanos foram o0s primeiros a reconhecerem suas
propriedades analgésicas. Varios textos médicos antigos, como os descritos por
Galeno e Avicena relatavam o Opio como um potente analgésico (Duarte, 2005;
Martins et al, 2012).
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A morfina, um composto organico alcaloide, foi isolada do 6pio no século XIX
por um assistente farmacéutico alemao Friedrich Serturner em 1803, sendo assim
denominada em homenagem ao Deus grego do sono Morfeu (Duarte, 2005;
Hamilton e Baskett, 2000). Outros alcaloides do 6pio como a codeina e a tebaina
também possuem propriedades analgésicas, mas estdo presentes em proporgcao
muito menores no 6pio. Atualmente, a Australia, a Turquia e a india sdo os maiores

produtores de Opio para fins medicinais (Martins et al, 2012).

ApOs o estabelecimento das estruturas quimicas dos derivados naturais do
opio, foram obtidos varios derivados semissintéticos alcancados por modificacbes
simples nas moléculas de morfina e de tebaina, culminando no surgimento da

meperidina em 1939, o primeiro opidide completamente sintético (Duarte, 2005).

O principal problema enfrentado com a utilizacdo continua da morfina, que
tem sido usada para tratar dores de intensidade moderada a forte, € que esta droga
pode causar tolerancia e dependéncia, além de outros efeitos colaterais importantes
como depressao respiratéria, nauseas, vomito e constipacao intestinal (Peng et al,
2009). Utilizada para o tratamento de dores, a morfina atua nos receptores opidides
ativando o sistema enddgeno supressor da dor (Duarte, 2005; Flores et al, 2012).

Recentemente, um grupo de toxinas descobertas de um molusco marinho tem
desempenhado um papel importante no controle de dor. As toxinas de Conus sp.
(conotoxinas), representam um grupo de pequenos oligopeptideos que contém um
grande numero de residuos de cisteina e atuam, em sua maioria, em canais iénicos,
influenciando na propagacao do impulso nervoso. Seu mecanismo de agao permite
estudar o funcionamento de canais ibnicos, além de ser uma excelente fonte de
novas drogas, pois sdo muito especificas e efetivas em baixas doses. Atualmente,
apenas uma droga baseada nas conotoxinas encontra-se comercialmente disponivel
e ja foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA). Seis novas drogas estao
passando pelos testes clinicos e mais de 20 drogas estdo nos testes pré-clinicos,

sendo a maioria neuroativos, analgésicos e antiepiléticos (Fedosov et al, 2011).

Os principais alvos moleculares das novas drogas baseadas em conotoxinas
sdo os canais de calcio do tipo N presentes na medula espinhal. Tais canais sdo 0s

responsaveis pela conducdo do estimulo doloroso ao cérebro, blogueando-os,
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bloqueia-se a sensacdo dolorosa. Esse é o mecanismo de acdo do Ziconotide
(Prialt®), aprovado pela FDA em 2004, trata-se de um peptideo sintético baseado na
estrutura da w-conotoxina MVIIA identificada da peconha de Conus magnus, que
atua na substantia gelatinosa da medula, regido essencial para o processamento da
informag&o nociceptiva, impedindo a liberacdo de substéancia P pelos neurdnios
nociceptivos primarios. Um bloqueador potente de canais de célcio voltagem
dependentes do tipo N, o ziconotide possui efeitos analgésicos melhores que o da
morfina, ndo causa tolerancia e dependéncia, e tem sido prescrito para o tratamento

de dor cronica e aguda (Fedosov et al, 2011; Yakash et al, 2012).

Alternativas ndo farmacoldgicas para o controle da dor séo utilizadas a mais
de dois milénios e ainda hoje, diversas técnicas tém sido estudadas e validadas para
0 uso no auxilio ao tratamento da dor. A Medicina Tradicional Chinesa (MTC) é
baseada num conjunto complexo de técnicas terapéuticas que buscam tratar o
individuo como um todo, através da estimulacdo de mecanismos naturais para
restaurar o equilibrio energético do corpo e proporcionar saude. A técnica mais
utilizada desse conjunto é a acupuntura, originada na China a mais de 2000 anos,
que apresenta uma série de vantagens como o baixo custo de aplicacdo e de
recursos materiais, a auséncia de efeitos colaterais significativos, e a alta
resolutibilidade (Pereira e Villela, 2012; Monzani et al, 2010).

Estudos avaliam que a acupuntura pode estimular as vias descendentes de
controle da nocicepcdo estimulando algumas regides por reflexo como o nucleo
magno da rafe e a substancia cinzenta periaquedutal, aumentando a concentragédo
de serotonina e diminuindo a de noradrenalina, resultando na inibicdo da dor
(Monzani et al, 2010).

Além disso, sabe-se que a acupuntura é eficaz para o alivio da dor
neuropatica periférica, acreditando-se que algumas neurotrofinas e citocinas estejam
envolvidas no mecanismo de acdo desse tratamento. Estudos com animais tem
demonstrado que a acupuntura pode auxiliar na regeneragcdao de nervos pela

estimulacdo de alguns fatores de crescimento (Chen et al, 2001; La et al, 2005).

Interessantemente, alguns estudos demonstram ainda que a aplicacdo de

acupuntura com pequenas quantidades da peconha de abelha € eficaz para diminuir
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a dor de pacientes com neuropatia periférica induzida por quimioterapia, melhorando
significativamente a qualidade de vida desses pacientes, porém ainda necessitam de
mais estudos para tornar essa terapia padrao (Yoon et al, 2012).

1.4 Toxinas analgésicas de artropodes

A grande quantidade de toxinas e venenos existentes atualmente relaciona-se
a grande biodiversidade e de milhdes de anos de evolucdo, nos quais varias
alteracdes desde o rearranjo de pequenas moléculas aminas a grandes mudancas
em moléculas complexas como proteinas foram realizadas. Existem dois modos dos
organismos apresentarem o arsenal de toxinas, eles podem produzi-las com sua
propria maquinaria genética e metabolismo ou podem apenas armazenar toxinas
produzidas por outros organismos, derivadas da sua alimentacdo ou do ambiente
onde vivem. Dependendo da familia, do género e da espécie do organismo a
funcionalidade e a composi¢cdo quimica e estrutural das toxinas mudam (Mebs,
2000).

Sabe-se que artropodes peconhentos usam suas toxinas principalmente para
defesa contra predadores e/ou paralisia de suas presas (Mortari, 2007; Mebs, 2001).
Quando inoculadas em humanos, essas toxinas podem causar reacdes alérgicas,
dor, danos teciduais locais e diversas alteragbes no SNC como sonoléncia, paralisia
e convulsbes. Em especial, devido a elevada afinidade e seletividade ao SNC, o uso
de vérias dessas toxinas tem sido considerado como potenciais farmacos para
diversos distarbios neurolégicos, como epilepsia, Parkinson, Alzheimer e o

desenvolvimento de novas drogas analgésicas mais eficazes (Mortari, 2007).

Em relacdo aos compostos antinociceptivos isolados da peconha de
artropodes, peptideos isolados de escorpibes tem recebido grande atencédo. As
toxinas de escorpifes sdo usadas para o tratamento de doencas ha varios séculos
na medicina tradicional chinesa, principalmente para o controle da dor. Estes
animais possuem uma peconha rica em substancias biologicamente ativas com

diferentes alvos moleculares, em especial toxinas peptidicas que atuam em
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diferentes canais idnicos, (Possani et al, 1999; Kapoor, 2010). Do escorpido chinés
Mesobuthus martensi Karsch foram isolados dois peptideos muito similares e com
potente atividade antinociceptiva. Ambos os peptideos BmK AS e BmK AS1 atuam
aliviando a dor induzida por carragenina ou formalina a partir da modulacédo de
canais de sddio voltagem dependentes, produzindo um potente efeito antinociceptivo
(Tan et al, 2001; Chen et al, 2006).

Outro grupo de artrépodes que possuem uma grande quantidade de
compostos analgésicos sao as aranhas. Suas peconhas sdo formadas por uma
mistura complexa de substancias biologicamente ativas, que sdo classificados em
dois grupos: os neurotéxicos e 0s necroticos (citoliticos), de acordo com a sua acao

na presalvitima (Grishin et al, 2010).

Em 1996, os pesquisadores Roerig e Howse relataram uma atividade
antinociceptiva da peconha da aranha norte-americana Agalenopsis aperta. A toxina
ativa, denominada w-agatoxina IVA, atua em canais iénicos de calcio do tipo P/Q
bloqueando-os. As toxinas desse animal foram os primeiros bloqueadores de canais
de célcio deste tipo descobertos e podem trazer beneficios, particularmente, para
pacientes tolerantes ou dependentes a opidides (Mortari, 2007). Seguindo a
caracterizagao de w-agatoxinas, uma variedade de toxinas peptidicas que atuam em
Canais de Calcio Voltagem Dependentes (VSCCs) tém sido purificadas, como a w-
gramotoxina (Lampe et al., 1993; Piser et al., 1995), toxinas PhTX (Cassola et al.,
1998; Guatimosim et al.,, 1997), w-acatrotoxinas (Fletcher et al., 1997), SNX482
(Newcomb et al., 1998), dentre outras.

A Psalmopoeus cambridgei, uma tarantula sul-americana, possui em sua
peconha uma toxina que atua como blogueadora de canais ASICs (Acid Sensitive
lonic Channels), mais especificamente no homomultimero ASICla. Essa substancia,
composta por 40 residuos de aminoacidos, que recebeu o0 nome de Psalmotoxina 1
(PcTx1), é capaz de se ligar ao canal ibnico de maneira rapida e reversivel,
mostrando-se muito Util para aliviar a algesia causada pela inflamacéo (Kellenberger
e Schild, 2002).

Em 2010, foi descoberto um novo peptideo que tem uma acao inédita sobre o

receptor purinérgico P2X3, trata-se da primeira molécula natural que atua sobre
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esse receptor inibindo sua agdo, descrita até o momento. Este peptideo foi extraido
da peconha de uma aranha da Asia central denominada Geolycosa sp. O peptideo
nomeado purotoxina-1 (PT-1), possui acdo analgésica em casos de hiperalgesia

provocada por capsaicina ou formalina (Grishin et al., 2010).

Estudos com a peconha da aranha brasileira Parawixia bistriata revelaram a
presenca de varias toxinas com atividades diversificadas, com destaque para a
Parawixina |, uma toxina que aumenta a recaptacao seletiva de L-glutamato no SNC
pelos transportadores EET2. Este mecanismo especifico € muito Gtil para entender e
possivelmente tratar disturbios relacionados ao excesso de glutamato como a
isquemia cerebral, esclerose lateral amiotrofica, epilepsia, esquizofrenia assim como

a dor crénica (Fontana et al, 2003; Rocha et al, 2007).

As vespas sdo artrépodes da ordem Hymenoptera que possuem uma potente
peconha capaz de paralisar suas presas ou afugentar o predador. Esta peconha
apresenta compostos com diferentes acdes que serdo detalhadas com maior

atencéo a seguir.

1.5 Peptideos de vespa com atividade biolégica

A pecgonha de vespas, tanto sociais quanto solitarias, contém uma mistura
complexa de compostos formada por aminas biogénicas (<1 kDa), peptideos (1kDa
a 10kDa) e proteinas (>10 kDa) responsaveis por suas variadas atividades
biolégicas como reacdes alérgicas, antimicrobiana, ansiolitica, antinociceptiva,
anticonvulsivante, hemolitica, entre outras (Nakajima et al, 1986; Mendes et al, 2004;
Baptista-Saidemberg, 2011).

Os peptideos podem ser moléculas constituintes de grande proteinas,
responsaveis pelo reconhecimento molecular e pelas atividades biologicas, ou eles
podem ser sintetizados isoladamente desempenhando papeis importantes em
processos fisioldgicos atuando como neurotransmissores, horménios, toxinas,

antibioticos e defensinas (Nakajima et al, 1986).
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As aminas biogénicas mais encontradas na peconha de vespas sao:
histamina, serotonina, dopamina e epinefrina. Quando injetadas perifericamente, ou
no caso de uma picada, a histamina e a serotonina (5-HT) induzem a dor no
individuo e facilitam a difusdo da peconha na circulacao (Dias, 2009), porém quando
injetada diretamente no SNC, a serotonina produz uma analgesia significante, por
ativar as vias descendentes de modulacdo da dor, além de ser anticonvulsivante
(Silva, 2011; Paul et al., 2001). A histamina também é responsavel por uma
vasodilatacdo consideravel levando a um colapso vascular quando em elevadas

concentracoes (Dias, 2009).

S&do inlmeras as proteinas presentes na peconha dos Himendpteros, dentre
elas destacam-se as Hialuronidades, Fosfolipases, Serino-Proteases e Antigeno-5.
Todas estas proteinas foram inicialmente caracterizadas como alérgenos potentes,
ou seja, induzem uma resposta humoral. Outras reagdes comuns que derivam da

acao destes compostos sdo edema, hemolise e lise celular (Dias, 2009).

Os peptideos séo os responsaveis pela maioria das atividades descritas na
peconha de vespas. Em funcdo do seu tamanho reduzido, essas moléculas sao
capazes de interagir com varios tipos de células e tecidos podendo causar
hipertensdo, contracdo da musculatura, lise celular, quimiotaxia de
polimorfonucleares, além de serem antimicrobianos e possuirem atividades

neurologicas (Saidembreg, 2011).

Por estarem presentes em grandes quantidades nas pe¢onhas das vespas e
apresentarem funcgdes distintas, os peptideos foram divididos em classes de acordo
com sua atividade biologica mais marcante em: Cininas, Mastoparanos,

Quimiotaticos, Antimicrobianos e Neuroativos.

1.5.1 Cininas

A Bradicinina (BK), descoberta em 1948 por Rocha e Silva, € um peptideo

com nove residuos de aminoacidos (Tabela 1), inicialmente descrito em plaguetas de
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mamiferos, sendo liberada na corrente sanguinea pelo sistema cinina-calicreina
quando h4 lesdo tecidual ou ativacao do fator XIl (Mundim, 2008). Em humanos, a
BK é codificada pelo gene dos cininogenios localizado no cromossomo 3926 — qter,
0 qual contém onze exons, sendo a BK codificada pelo décimo exon (Moreau et al,
2005).

Quando presente na corrente sanguinea a BK é rapidamente degradada pelas
carboxipeptidases, presentes no pulméo, pela enzima conversora de angiotensina

(ECA) e pelas endopeptidases (Conlon, 1999).

Fisiologicamente, a BK e seus derivados participam ativamente do controle da
pressdo arterial, da funcédo renal e cardiaca, além de terem importante papel na
inflamacéo (Moreau et al, 2005). Outra atividade importante dessa molécula € a sua

capacidade de contrair masculos lisos, isso € comprovado ao testar em ileo de
cobaia, que se contrai com forgca na presenca de BK (Mortari et al, 2012).

Sabe-se também que a BK e seus metabdlitos participam da regulacdo de
diversos efeitos neuronais. Quando injetada diretamente no SNC de mamiferos ela é
capaz de induzir diversos efeitos como: deplecdo de noradrenalina, hipertemia,
hipertensao, liberacdo de hormdnio antidiurético, sedacdo, catatonia e analgesia
(Mortari, 2007).
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Tabela 1: Sequéncias primarias e massas moleculares de cininas isoladas de

vespas.

Cinina Espécie Sequéncia Massa Molecular Referéncia

Bradicinina Homo sapiens RPPGFSPFR 1060.2 Da

Polistescinina-3 Polistes sp. * PETNKKKLRGRPPGFSPFR 2211.24 Da Udenfriend et al , 1967
Polistescinina-R Polistes rothneyi ARRPPGFTPFR 1301.72 Da Watanabe et al, 1976
Polistescinina-J Polistes jadwigae RRRPPGFSPFR 1372.77 Da Nakajima et al , 1984
Polistescinina-C Polistes chinensis SKRPPGFSPFR 1275.69 Da Nakajima et al , 1984
Polistes-protonectina  Polistes rothneyi iwatai ILSALLGLLKSL 1222.9 Da Murata et al , 2006
Thr6-Bradicinina Polistes rothneyi iwatai RPPGFTPFR 1074.5 Da Murata et al, 2006
A-R-Thr6-Bradicinina  Polistes rothneyi iwatai ARRPPGFTPFR 1301.6 Da Murata et al , 2006
PMM1 Polistes major major KRRPPGFTPFR 1357.77 Da Cerovsk et al, 2007
Peptideo | Polistes gallicus IKAGGIVKKKL 1154.79 Da Mukhamedov et al, 1991
Peptideo Il Polistes gallicus LAIPFCFGRPRGFSPFR 1968.04 Da Mukhamedov et al, 1991
Peptideo 111 Polistes gallicus FKLVKRPPGFSPFR 1675.97 Da Mukhamedov et al , 1991
Peptideo IV Polistes gallicus IRPPGFSPFRV 1272.72 Da Mukhamedov et al , 1991
Peptideo VV Polistes gallicus FKVPKKGVFTSPL 1447.86 Da Mukhamedov et al, 1991
Peptideos VI Polistes gallicus IRPVGFSPFRTS 1363.74 Da Mukhamedov et al , 1991
Protopolybiacianina-1 ~ Protopolybia exigua DKNKKPIRVGGRRPPGFTPFR 2422.8Da Mendes e Palma, 2006
Protopolybiacianina-11  Protopolybia exigua DKNKKPIWMAGFPGFTPIR 2202.7 Da Mendes e Palma, 2006
Vespacinina-M Vespa mandarinia GRPHyp GFSPFRID 1379.77 Da Kichimura et al , 1976
Vespacinina-X Vespa xanthoptera ARPPGFSPFRIV 1343.75 Da Yasuhara et al , 1977
Vespacinina-A Vespa analis GRPPGFSPFRVI 1329.74 Da Gobbo et al, 1995
Vespacinina-T Vespa tropica GRPHyp GFSPFRVV 1349.8 Da Gobbo et al, 1995
Thr6-Bradicinina Chiphononix fulvognathus RPPGFTPFR 1074.5 Da Picolo et al, 2010
Fulvocinina Chiphononix fulvognathus SIVLRGKAPFR 1243.8 Da Picolo et al, 2010
Cyphocinina Chiphononix fulvognathus DTRPPGFTPFR 1290.7 Da Picolo et al , 2010
Cd-146 Chiphononix fulvognathus SETGNTVTVKGFSPLR 1692.9 Da Picolo et al, 2010
Thr6-Bradicinina Polybia occidentalis RPPGFTPFR 1074.8 Da Mortari et al , 2007
Thr6-Bradicinina Megascolia flavifrons RPPGFTPFR 1074.8 Da Yasuhara et al , 1987
Megascoliacinina Megascolia flavifrons RPPGFTPFRKA 1273.71 Da Yasuhara et al, 1987

* Pool de peconhas das vespas norte-americanas: Polistes fuscatus, P. esclamans e P. annularis.

As vespas sociais apresentam em suas pe¢onhas uma grande variedade de
cininas as quais apesar de ja terem sido caracterizadas bioquimicamente ainda nao
possuem suas atividades farmacoldgicas completamente elucidadas (Saidemberg,
2011). Suspeita-se que estas moléculas sdo as responsaveis pelas dores intensas e
pela inflamacéo causadas no local da inoculacédo da pe¢conha em humanos e podem
também ter alguma participacdo na paralizacdo de presas ou ameacgas ao nhinho
(Turillazi, 2006; Saidemberg, 2011; Piek, 1990).

A maioria das cininas de vespas possuem regides extremamente conservadas
em relacdo a BK (tabela 1). A treonina-6-BK (Thr®- BK) é a mais conservada,
apresentando mudanca apenas da serina na posi¢cao 6 do peptideo, tornando-a mais
estavel (Mortari, 2007).

E interessante perceber os efeitos antagdnicos da mesma molécula no SNC e
na periferia do organismo. Quando a BK é administrada via i.c.v. provoca
hipertensdo e uma analgesia poderosa, cerca de duas vezes mais potente que a

morfina. Porem, quando injetada perifericamente a mesma molécula causa
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hiperalgesia, inflamacéo e hipotensdo (Mortari, 2007; Pela et al, 1996; Couto et al,
1998). Segundo Mortari e colaboradores (2007), apos testes de inducao algésica por
estimulos térmicos, hot-plate e tail flick, ficou determinado que a Thr6-BK
proporciona respostas antinociceptivas quando injetadas diretamente no SNC de

ratos, de maneira dose dependente e quatro vezes maior que a morfina.

1.5.2 Mastoparanos

Os mastoparanos sdo 0s componentes peptidicos mais abundantes na
peconha das vespas (Tabela 2). Presentes apenas nesses animais, apresentam
semelhancas estruturais e funcionais com a melitina, um peptideo presente na
peconha de abelhas, e com a bombinina, encontrado na pele do sapo Bombina
variegata (Csordas e Michl 1970; Argiolas e Pisano, 1983; Saidemberg, 2011).

Estruturalmente, os mastoparanos séo peptideos anfifilicos e apresentam-se
em conformacgao a-hélice, sem cisteinas em sua sequéncia primaria que possui de
10 a 14 residuos de aminoéacidos (Nakajima et al, 1986). A grande quantidade de
residuos de lisina em suas cadeias tem como provavel funcao facilitar a liberacéo de
histamina dos mastocitos e conferir carga positiva a molécula aumentando sua
afinidade com membranas biolégicas que apresentem carga negativa (Higashima et

al, 1990; Konno et al, 2000).

Como componente da peconha de vespas sociais e solitarias, o0 mastoparano
estd envolvido na ocorréncia de inflamacgdes, lise de membranas celulares,
degranulacdo de mastocitos (sua principal caracteristica funcional), liberacdo de
histamina e consequiente vasodilatacdo; inducdo de quimiotaxia de neutrofilos e
células T helper, resultando no recrutamento de outros leucocitos para o local
inflamado (Hancock e Diamond 2000). Outra acao importante dos mastoparanos que
levam ao aumento da leséo tecidual e do edema é a ativacdo da fosfolipase A2
presente na peconha e no individuo picado, diferentemente do que ocorre com a
melitina que somente ativa fosfolipase A2 derivada da peconha da abelha (Argiolas e
Pisano, 1984).
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Os peptideos degranuladores de mastécitos encontrados em vespas
possuem diversas atividades bioldgicas além daquela que Ihes da nome. Eles
podem atuar como agentes promotores de exocitose em diversas células de
mamiferos, promovendo a secrecdo de serotonina a partir de plaguetas e de
prolactina na glandula pituitaria. Alguns apresentam atividade hemolitica assim como

a melitina, porém 10 vezes menor (Tosteson et al, 1985).

Outra atividade importante dos mastoparanos que merece destaque € a
capacidade desses peptideos atuarem na transducdo de sinal via proteina G
(Higashijima et al, 1988; Jones e Howl, 2006). Por causa de sua conformacao em a-
hélice e da grande quantidade de cargas positivas em sua estrutura, ele apresenta
grande facilidade de penetrar a membrana celular, apdés se estabelecer na
membrana ele mimetiza um receptor metabotrépico, tornando-se capaz de ativar a

proteina G (Higashijima e Ross, 1991).
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Tabela 2: Sequéncia primaria e massas moleculares de mastoparanos isolados de
vespas sociais e solitarias.

Mastoparano Espécie Sequéncia Massa Molecular  Referéncia
App-5 Agelaia pallipes pallipes INWKAILERIKMA 1585.92 Da Mendes et al , 2005
App-7 Agelaia pallipes pallipes INWLKLGKAIIDA 1454.87 Da Mendes et al, 2005
Protonectina Agelaia pallipes pallipes ILGTILLKGL 1040.70 Da Mendes et al, 2004
Agelaia MP-1 Agelaia pallipes pallipes INWLKLGKAIIDAL 1567.95 Da Mendes et al , 2004
Anopline Anoplius samariensis GLLKRIKTLL 1154.79 Da Konno et al, 2001
EMP-AF Anterchium flavomarginatum micado INLLKIAKGIIKSL 1524.02 Da Konno et al, 2000
Apoica-MP Apoica pallens INWLKIAKKVAGML 1584.96 Da Palma et al, 1993
EMP-ER Eumenes rubronotatus LNLKGIFKKVASLLT 1645.04 Da Konno et al, 2006
0Od-6 Orancistroceros drewseni drewseni GRILSFIKGLAEHL 1553.91 Da Murata et al , 2009
0d-8 Orancistroceros drewseni drewseni ILGIITWSLLKSL 1355.86 Da Murata et al , 2009
Parapolybia-MP Parapolybia indica INWKKMAATALKMI 1618.91 Da Tokiet al, 1988
Polistes MP Polistes jadwigae VDWKKIGQHILSVL 1635.95 Da Hirai et al, 1980
Domilina A Polistes dominulus INWKKIAEVGGKILSSL 1856.10 Da Turillazzi et al , 2006
Domilina B Polistes dominulus INWKKIAEIGKQVLSAL 1911.14 Da Turillazzi et al , 2006
Polybia-MPI Polybia paulista IDWKKLLDAAKQIL 1654.98 Da Mendes et al, 2005
Polybia-MPII Polybia paulista INWLKLGKMVIDAL 1613.94 Da Mendes et al , 2005
Polybia-MPI11 Polybia paulista IDWLKLGKMVMDVL 1660.91 Da Mendes et al , 2005
Polybine | Polybia paulista SADIVKKLWDNPAL 1569.86 Da Ribeiro et al , 2004
Polybine 11 Polybia paulista SVDMVMKGIKLWPL 1616.89 Da Ribeiro et al , 2004
Protonectarina-MP Protonectarina syllveirae INWKALLDAAKKVL 1582.96 Da Dohtsu et al , 1993
Protopolybia MPI Protopolybia exigua INWLKLGKVSAIL 1454.90 Da Mendes et al , 2005
Protopolybia MPII Protopolybia exigua INWKAIIEAAKQAL 1568.91 Da Mendes et al , 2005
Protopolybia MPI111 Protopolybia exigua INWLKLGKAVIDAL 1553.94 Da Mendes et al , 2005
P-13 Protopolybia sedula INWLKLGKKVSAIL 1583.00 Da Nakajima et al , 1986
Rodopalia MP Rodopalia SP INWAKLGKLALQAL 1538.94 Da Saidemberg, 2011
SC-4 Synoeca cyanea INWLKLGZKIISAL 1596.59 Da Saidemberg, 2011
Mastoparano-A Vespa analis IKWAILDAVKKVL 1496.95 Da Nakajima et al , 1986
Mastoparano-B Vespa basalis LKLKSIESWAKKVL 1643.02 Da Ho e Hwang, 1991
HP-1 Vespa basalis LFRLIAKTLGSLM 1460.70 Da Ho et al, 1998
HP-2 Vespa basalis LFRLLANTLGKIL 1469.70 Da Ho et al, 1998
HP-3 Vespa basalis IFGLLAKTLGNLF 1404.80 Da Ho et al, 1998
Mastoparano-C Vespa cabro INWKALLAVAKKIL 1581.02 Da Argiolas e Pisano, 1984
Mastoparano Vespula lewisii INLKALAALAKKIL 1479.99 Da Hiraiet al, 1979a
Mastoparano-M Vespa mandarina INLKAIAALAKKLL 1479.99 Da Hiraiet al, 1981
HR-1 Vespa orientalis INLKALAALVKKVL 1494.01 Da Tuichibaev et al , 1988
HR-1I Vespa orientalis FLPLILGKLVKGLL 1524.02 Da Tuichibaev et al , 1988
Mastoparano-I1 Vespa orientalis INLKALLAVAKKIL 1508.02 Da Nazimov et al , 1980
Mastoparano-T Vespa tropica INLKAIAAFAKKIL 1513.98 Da King ei al, 2003
Mastoparano-X Vespa xanthoptera INWKGIAAMAKKLL 1556.93 Da Hiraiet al, 1979b
Mastoparano-V Vespa affinis INWKGIAAMAKKLL 1556.93 Da Linet al, 2011
Mastoparano-AF Vespa velutina INLKAIAALAKKLF 1513.98 Da Linet al, 2011
Mastoparano-V1 Vespula vulgaris INWKKIKSITKAAMN 1758.04 Da King ei al, 2003
Mastoprano-V2 Vespula vulgaris INWKKIKSLIKAAMS 1731.03 Da King ei al, 2003
1.5.3 Quimiotaticos
Além dos mastoparanos, outra classe de peptideo encontrada

abundantemente na peconha de vespas sdo os quimiotaticos (Ves-CPs), os quais

atuam, principalmente, induzindo a resposta quimiotatica celular de

polimorfonucleados e macrofagos, mas também podem ser antimicrobianos e
Estruturalmente,

hemoliticos. esses peptideos se assemelham muito aos

mastoparanos e, curiosamente, a alguns peptideos isolados da secrecdo cutanea de
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anfibios compartilhando, por vezes, as mesmas acoes (Yu et al, 2007; Nakajima,
1986).

Os peptideos quimiotaticos sao tridecapeptideos organizados em formato a-
hélice possuem muitos residuos de aminoacidos hidrofébicos, todos localizados em
uma mesma por¢ado da molécula, enquanto os residuos basicos se encontram na
regido oposta (Baptista-Saidemberg, 2011; Souza, 2005; Mendes, 2004).

Presentes em varias espécies de vespas, 0s quimiotaticos, ja foram
encontrados na peconha da Vespa tropica, V. mandarina, V. analis, V. cabro, V.
xanthoptera, V. orientalis, Paravespula lewisii, Agelaia pallipes pallipes, Protonectina
silveirae, Polybia paulista, Vespa magnifica e Polistes rothneyi iwata (para reviséo

ver Baptista-Saidemberg, 2011).

Algumas caracteristicas estruturais dos quimiotaticos sédo interessantes de
serem observadas. Existem diferencas estruturais em peptideos isolados de vespas
em clima tropical e de clima frio, uma delas é a diminuicAo de um residuo de
aminoacidos entre os peptideos quimiotaticos isolados de vespas em regibes mais
frias e daqueles isolados de vespas em regides tropicas, 0s primeiros apresentam
13 e os outros 12 residuos, além disso, a sequencia FLP também esté presente na
maioria dos peptideos daqueles insetos de regides frias e ausente nos de regides

tropicais (Souza et al, 2005; Mendes et al, 2004).

7

O peptideo quimiotatico mais estudado € a protonectina, isolado
primeiramente por Dohtsu e colaboradores em 1993 da vespa social Protonectarina
sylveirae. Esta presente também na peconha da Agelaia pallipes pallipes, quanto a
sua atividade biolégica trata-se de um peptideo polifuncional com atividade
hemolitica, quimiotatica e antimicrobiana (Baptista-Saidemberg, 2010; Mendes,
2004).
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1.5.4 Neuroativos

Os artropodes peconhentos possuem uma grande variedade de substancias
neuroativas em suas peconhas, denominadas neurotoxinas, capazes de interagir
com alvos distintos no sistema nervoso. Por terem sido desenvolvidas e aprimoradas
durante milhares de anos, sdo moléculas muito especificas e tém sido utilizadas
como ferramentas para o estudo e elucidagcdo dos mecanismos moleculares da
neurotransmisséo (desde mecanismos das fungdes neuronais como a elucidacao de
canais i0nicos ou a caracterizagdo das fungbes dos receptores) (Harvey et al
1993). Outra utilidade dessas neurotoxinas seria sua aplicacdo biotecnolégica no
desenvolvimento de bioinseticidas e o desenvolvimento de novas drogas para o
tratamento de diversas neuropatologias como epilepsia, doenca de Parkinson,
ansiedade e até mesmo a dor patologica (Belleboni et al, 2004; Mortari et al, 2007).

O peptideo neuroativo AvTx8, isolado da vespa social Agelaia vicina,
apresentou efeitos ansioliticos similares ao Baclofen®, quando injetado diretamente
na substantia nigra, pars reticulata (SNpr) de Rattus norvergicus. Foi observado um
efeito anti-panico potente, visto que no modelo experimental utilizado o bloqueio de
receptores de GABAa dessa via resultam em um comportamento de fuga vigoroso
no grupo controle, ndo observado nos animais tratatos com a toxina nem com o0
Baclofen® (Oliveira et al, 2005).

Outra vespa que apresenta em sua peconha um potencial ansiolitico é a
Polybia paulista, Couto e colaboradores (2012), estudaram os efeitos neurolégicos
em ratos Wistar da fracdo de baixa massa molecular (até 3000 Da) dessa vespa
injetada via i.c.v. Foi observada atividade ansiolitica no teste do labirinto em cruz
elevado, um teste que se baseia no medo natural dos animais por lugares abertos e
elevados. A dose de 350 pg/animal (maior dose testada) dos compostos de baixa
massa molecular reduziu a ansiedade dos animais significativamente e com efeitos
colaterais minimos, mostrando-se melhor que o benzodiazepinico utilizado na
clinica, o Diazepam. Também em sua maior dose, os compostos de baixa massa
molecular da vespa P. paulista apresentaram efeito anticonvulsivante em modelos de

inducao de convulsdo aguda por PTZ.
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Quando a peconha bruta da vespa social Polybia ignobilis, assim como de
outras vespas, € injetada via i.c.v. ocorre um potente efeito neurotoxico causado
pelos compostos de alta massa molecular (Palma et al, 1996; Cunha et al, 2005).
Porém os compostos de baixa massa molecular dessa peconha quando injetados
pela mesma via s&o capazes de bloquear crises convulsivas induzidas por diferentes
drogas, como PTZ, bicuculina e &cido cainico, sendo mais efetivos nesse ultimo
(Cunha et al, 2005). Os compostos de baixa massa molecular da peconha da vespa
social Polybia occidentalis também apresentou efeito anticonvulsivante quando
injetada via i.c.v. impedindo crises convulsivas induzidas por PTZ, bicuculina,
picrotoxina e acido cainico, aumentando a laténcia para crises convulsivas

comparada ao controle salina (Mortari et al, 2007).

Esses estudos demonstram o potencial neuroativo das pegonhas de vespas e
incentivam a cada dia a procura por novos peptideos que podem servir de modelo
para novas drogas e ferramentas para estudos moleculares de canais e proteinas.
Aumentando o conhecimento cientifico a cerca de um sistema tdo complexo e

surpreendente, o Sistema Nervoso.

1.6 A vespa Parachartergus fraternus.

Assim como as abelhas e as formigas, as vespas sdo insetos da ordem
Hymenoptera pertencentes a familia Vespidae, a qual é composta por seis
subfamilias: Euparaginae, Massarinae, Eumeninae, Stenogastrinae, Polistinae e

Vespinae, sendo as trés ultimas eussociais (Mateus, 2005).

Embora ndo sejam relatados com frequéncia, acidentes com vespas sao
muito comuns, suas vitimas podem apresentar desde reacdes locais simples como
edema e dor, a reacdes anafilaticas severas, levando o paciente a oObito (Ito et al,
2012). Por estarem adaptados ao convivio humano, frequentemente constroem seus
ninhos em &reas urbanas, atacando quando ameacadas ou na fase de

enxameamento (Silva, 2007). No Brasil, os acidentes envolvendo esses animais sao
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negligenciados, ndo havendo nenhum estudo epidemiolégico relatando incidentes

dessa natureza (Mortari et al., 2012).

A vespa Parachartergus fraternus pertence a tribo Epiponini, subfamilia
Polistinae. Esta vespa possui uma ampla distribuicdo pela América do Sul, da
Guiana Francesa as regides sudeste e centro-oeste brasileiras, habitando
preferencialmente areas de cerrado. Seus ninhos séo caracterizados pela presenca
de envolucro, normalmente localizados em regides altas e de dificil acesso. Em caso
de perturbacdo, os ninhos sdo abandonados, além de serem muito vulneraveis a

ataques de formigas e outros parasitas (Mateus, 2005).

As vespas da subfamilia Polistinae sdo normalmente muito agressivas,
quando se sentem ameacadas, além das mdltiplas picadas elas esguicham sua
peconha na direcdo do predador, desorientando-o (Jeanne e Keeping, 1995).
Diferentemente de outras vespas sociais que utilizam sua peconha apenas em
situacdes extremas para defesa do ninho, a P. fraternus utiliza sua pegonha para
subjugar e paralisar as presas, comportamento semelhante ao de vespas solitarias
(Olson, 2000).

Até o presente momento, houve apenas um estudo com a peconha da P.
fraternus realizado por Mortari e colaboradores (2011). Neste estudo, o0s
pesquisadores demonstraram os efeitos periféricos da peconha bruta em roedores,
além de testes in vitro. Foram avaliadas as atividades edematogénica, hemorragica,
hemolitica e antimicrobiana, além da dose letal 50. Nesse estudo ficou evidenciada a
capacidade edematogénica, pois com apenas 12,5 pg de peconha bruta foi
observado um edema consideravel na pata do animal. Observou-se também uma
acao antimicrobiana significativa resultando em uma inibicdo de crescimento de 93%
das bactérias testadas, Escherichia coli e Enterococcus faecalis, na dose de 100

pg/mL.
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Objetivos

Geral

Considerando-se a necessidade da caracterizacdo de novos compostos

neuroativos que possam ser utilizados como ferramentas para o estudo da dor, bem

como novas estratégias terapéuticas no tratamento de neuropatologias, o objetivo do

presente projeto é:

v’ Testar o potencial antinociceptivo dos compostos peptidicos presentes na

2.2

peconha da vespa social Parachartergus fraternus.

Especificos

v Isolar peptideos da peconha das vespas sociais P. fraternus através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

v Avaliar a pureza e obter a sequéncia de aminoacidos dos peptideos
neuroativos através de espectrometria de massa (MALDI - TOF/TOF);

v Avaliar a atividade antinociceptiva dos compostos isolados e do
peptideo sintetizado utilizando modelos de inducdo de dor por estimulacdo
térmica (testes tail flick e hot plate);

v Avaliar os perfis farmacologicos destes compostos através de curvas

de dose-efeito e tempo-efeito.
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3 Material e Métodos
3.1 Coleta

Foram coletados dois ninhos da vespa social Parachartergus fraternus na
regido Centro-Oeste em Brasilia-DF, ambos com a devida autorizacdo de acordo
com a Instrucdo Normativa n° 154, de marco de 2007 do IBAMA (licenca do IBAMA
namero 21723-1).

Os espécimes de artrépodes coletados foram gentilmente identificados pelo
Prof. Dr. Fernando B. Noll do Departamento de Zoologia e Botanica da Unesp e
exemplares foram depositados na Colecdo de Hymenopteras da UNESP e na

Colecéo do Laboratorio de Toxinologia da UnB.

3.2 Preparacao da peconha

Apoés a coleta, os exemplares foram eutanasiados por congelamento para
posterior retirada da peconha. Os reservatorios contendo a peconha bruta e as
glandulas produtoras de peconha foram retirados com uma pinca e acondicionados
em um tubo do tipo eppendorf, durante este processo, todo o material foi mantido
resfriado a 4°C. Em seguida, este material foi macerado, homogeneizado em agua
deionizada e centrifugado a 10.000 xg por 3 minutos a 4°C. Por fim, o sobrenadante
foi retirado, congelado e seco a vacuo (speedVac), obtendo-se assim 0s compostos

brutos da peconha.

A peconha bruta entdo foi solubilizada em 1:1 de &gua e acetonitrila e
ultrafiltrada em um filtro Microcon (Millipore®). Ao final obteve-se apenas o0s
compostos com massas moleculares inferiores a 3000 Da, denominados compostos

de baixa massa molecular (CBMM).
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3.3 Separagdo dos componentes

O isolamento dos componentes da peconha foi realizado por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um sistema Shimadzu®
Prominence. Foi utilizada uma coluna semi preparativa de fase reversa (C18 ODS,
15 pym, 250 x 10 mm Phenomenex®) utilizando 0,1% de acido trifluoroacético (TFA)
em &agua, como solvente A e 0,1% de TFA em acetonitrila, como solvente B, em
gradiente linear, com fluxo de 1,5 mL/ min. A absorbancia foi monitorada a 216 e

280nm, sendo as fracdes coletadas manualmente, e secas a vacuo.

3.4 Identificacdo da massa molecular e sequenciamento

Apés a separacdo, as fracbes cromatograficas foram submetidas a
espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF UltraFlex 11l (Bruker Daltonics®,
Alemanha) para identificacdo das massas moleculares presentes em cada fracao.
Para isso, as fracBes foram ressuspendidas em agua deionizada e misturadas a
uma matriz de acido a-cyano-4-hidroxi-cinamico volume a volume. Posteriormente
essa mistura foi aplicada em triplicata em uma placa Bruker MTP Massive 384, ap0s

a cristalizacdo, as amostras estavam prontas para analise.

Para a obtencéo dos espectros de Massa (MS), o equipamento foi operado no
modo refletido positivo, que possui maior acuracia para a determinacao de massas
diferentes. J& para a obtencdo das sequencias, espectro MS/MS, foi utilizado o
método LIFT.

A interpretacdo dos espectros obtidos e o sequenciamento de novo foram
realizados manualmente e com o auxilio do software FlexAnalysis 3.0 (Bruker
Daltonics®, Alemanha). As buscas por similaridades foram feitas com métodos de

bioinformatica online, BLASTP e Fasta.
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A identificacdo das massas moleculares e o sequenciamento foram realizados
em parceria com a EMBRAPA — CENARGEN, com auxilio do Prof. Dr. Luciano

Paulino da Silva.

Apés os testes preliminares, a fracdo que apresentou atividade
antinociceptiva foi sintetizada pela empresa AminoTech P&D®. A correta sequencia e
a pureza do peptideo sintetizado foi avaliada utilizando a mesma metodologia

descrita anteriormente para a avaliacdo do peptideo natural.

3.5 Alinhamento

A sequéncia de aminodcidos do peptideo foi comparada com outras
sequéncias disponiveis em bancos de dados por meio do programa MPsrch
(http://www.ebi.ac.uk/MPsrch/). O alinhamento das sequéncias foi realizado pela
ferramenta de multiplos alinhamentos Clustal W disponivel no software Bioedit
v.7.0.4.1.

3.6 Bioensaios
3.6.1 Animais

Os Principios Eticos na Experimentagdo Animal (Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal — CONCEA, 2008) e o Guiding Principles for
Research Involving Animals and Human Beings (Sociedade de Fisiologia Americana
— APS, 2000) foram seguidos. Além disso, esta pesquisa foi devidamente submetida
e aprovada pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA/ IB) da Universidade de
Brasilia, sob o seguinte nimero de protocolo UnBDoc n° 63878/2011. O certificado

encontra-se anexado ao final.

Camundongos Swiss machos (16g a 20g) foram adquiridos do Biotério do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia. Os animais

experimentais foram acondicionados, seis por gaiola, e mantidos em biotério de


http://www.ebi.ac.uk/MPsrch/

39

manuteng¢do com ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura (25°C) e umidade
(55%) controladas. Durante todo o periodo experimental, foram oferecidas agua e
alimentacao ad libitum.

3.6.2 Procedimento experimental

Para a avaliacdo da atividade neurofarmacolégica, os compostos foram
injetados por via intracerebroventricular, conforme o procedimento descrito a seguir.
Os animais foram anestesiados com uma solucéo salina de cetamina (75 mg/kg) e
xilazina (15 mg/kg) e apds o efeito da anestesia foram fixados em um estereotaxico
(Insight®). Foi realizada injecéo local de lidocaina (2%) e norepinefrina (0.01%), um
anestésico local e vasoconstritor, respectivamente. Logo a seguir o cranio do animal
foi exposto para a implantacdo de uma canula guia no Ventriculo Lateral (VL): AP —
0,21 mm, ML — 1,0 mm, DV - 2,3 mm, tendo como base a linha do bregma, de
acordo com o Atlas de Franklin e Paxinos (1997). Foram realizadas duas
perfuracdes no cranio do animal uma para a implantagéo da canula e outra para fixar
um parafuso que auxilia na permanéncia do acrilato dental, aumentando a

durabilidade do capacete (Figura 2).

A cénula implantada no ventriculo lateral constitui-se de um segmento de
agulha hipodérmica BD-25X7 (22 G) com 10,0 mm de comprimento e 0,7mm de
didametro externo, e fixada com acrilato dental. Apés a polimerizacdo, as canulas
foram seladas com fio de aco inoxidavel evitando a obstrucdo das mesmas. Apos o
procedimento foi administrada uma pomada (Nebacetin) toépica e um antibidtico, que

auxilia a cicatrizacéo e impede infec¢des no local.

Ao fim da neurocirurgia, os animais foram encaminhados ao biotério de
manutencdo sob as condicbes anteriormente relatadas. Apés 4-6 dias de
recuperacdo, foram realizados os bioensaios. Para a realizacdo destes foram
injetadas as doses pela canula guia, com o auxilio de uma bomba de infusao

(Harvard Apparatus®), no volume final de 1 pL.
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Figura 2: Estereotaxia para implantacdo da canula guia, a direita, no ventriculo
lateral e o parafuso balanceador e fixador do capacete posicionado no lado
contralateral.

3.7 Testes experimentais

3.7.1 Teste da placa quente (hot plate)

No teste da placa quente (AVS projetos®), os animais foram colocados em
uma cuba de acrilico sobre uma placa quente de aluminio a 55.5+0.5 °C. Os
parametros de observacao foram: as laténcias de fuga do aparelho (pulo) e lambidas

e apenas das patas traseiras (Figura 3).
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Figura 3: Etograma de comportamentos de nocicepcdo apresentados pelo animal
no teste da placa quente (modificado de Casarrubea et al., 2011).

Previamente ao dia do teste, os animais foram pré-avaliados, e 0s que nao
responderam ao estimulo térmico, foram removidos do experimento. No dia do teste,
foi determinada uma linha de resposta basal constituida da média de trés laténcias
de escape obtidas em intervalos de 5 min antes da sesséo teste. As laténcias de
escape foram registradas apos os tratamentos nos seguintes intervalos de tempo:
20, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 min, 24 h e 3 dias. Grupos independentes de
animais (n=6, por grupo) foram tratados com veiculo, morfina (20 pg/animal), fracdes

da peconha ou o peptideo, todos injetados por via i.c.v.

Todas as laténcias de respostas motoras (LA- laténcias de antinocicepc¢ao)

foram normalizadas pelo indice de antinocicepc¢éao (IA) utilizando a férmula:

(LA do teste)-(laténcia média basal)

IA=
Tempo limite — (laténcia média basal)

Os resultados foram expressos em médias = E.P.M. dos valores de 1A e a

area sob a curva (AUC - unidade computacional).
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3.7.2 Teste da retirada de cauda (tail-flick)

Nesse teste, o animal foi colocado sobre o equipamento (Analgesimetro -
Insight) e sua cauda posicionada sobre um filamento de nicromo, o qual é aquecido
apos a passagem de corrente elétrica. A corrente eleva a temperatura do filamento
na taxa de 9 °C/s, sendo o aparelho calibrado para diminuir a temperatura quando
esta chega a 75°C, evitando assim lesdes na pele do animal (Figura 4).

Assim como mencionado no teste acima, foram registradas as medidas de
base antes do ensaio com os tratamentos em intervalos de cinco minutos antes da
sessdo teste. As laténcias de escape foram registradas apds os tratamentos nos
seguintes intervalos de tempo: 20, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240 min, 24 he 3
dias. Grupos independentes de animais (n=6, por grupo) foram tratados com veiculo,
morfina (20 pg/animal), fracdes da peconha ou o peptideo, todos injetados por via

i.C.V.

Neste teste o indice de Antinocicepcéo com relacéo a Temperatura de escape
e ndo ao tempo de permanéncia no equipamento como realizado no teste da

retirada de cauda.

(Temperatura de escape) - (Temperatura media basal)

[A=
(Temperatura maxima) - (Temperatura media basal)

Os resultados foram expressos em médias + E.P.M. dos valores de 1A e a

area sob a curva (AUC - unidade computacional).
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Figura 4:Analgesimetro digital Insight® utilizado para a realizacdo do teste de
retirada de cauda.

3.8 Andlise histologica

ApGs os experimentos, 0s animais foram eutanasiados em camara de CO; e
em seguida, foram injetados 10 pL de azul de metileno pela canula guia para
verificar sua posi¢do correta. Posteriormente, o encéfalo do animal foi retirado e
colocado em uma solucdo de formol a 4%, assim foi possivel realizar um corte na
regido do ventriculo. A coloragdo azul em ambos os ventriculos laterais indicou a

correta posicéo da canula.

3.9 Anadlises estatisticas

Os resultados com distribuicdo normal forma submetidos ao teste de analise
de variancia de medidas repetitivas de duas vias (two-way ANOVA), sendo utilizado
0 Bonferroni como poés-teste. As areas sob a curva foram analisadas usando ANOVA

de uma via, com p<0.05, seguidas do teste de Tuckey como poOs-teste.
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4 Resultados

4.1 Coleta e Extracdo da peconha

Foram coletados dois ninhos de Parachartergus fraternus com
aproximadamente 2500 individuos no total. Destes foram extraidas 2380 glandulas,
0 que resultou apos os processos de filtracdo e secagem em 240 mg de compostos
de baixa massa molecular (CBMM até 3000 Da), sendo assim cada individuo possui
em seu reservatério de peconha cerca de 0,1 mg de CBMM. A coleta foi realizada
manualmente, com as devidas roupas de protecdo as sete horas da manha, periodo
em que ha pouca atividade dos individuos e que a maioria se encontra na colonia.

Coletou-se apenas metade do ninho possibilitando seu reestabelecimento (Figura 5).

Figura 5: Colénia de Parachartergus fraternus localizada no estacionamento do Instituto
Central de Ciéncias Ala Sul (ICC-Sul) da Universidade de Brasilia (UnB) a
aproximadamente 3,5 metros do chéao.

Imediatamente ap0s a coleta, o ninho foi mantido a baixas temperaturas e
levado ao laboratério onde as vespas foram estocadas a -20°C por 24h.
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Foram cedidos 10 individuos a colecdo de Hymenopteras da Unesp
coordenada pelo Prof. Dr. Fernando B. Noll, que gentilmente fez a identificacdo da
espécie comprovando sua identidade, Parachartergus fraternus (Figura 6).

Figura 6:Exemplar de Parachartergus fraternus. Foto com lupa no aumento 6x.

4.2 Separacao dos componentes da pegonha

Aproximadamente 240 mg do extrato contendo apenas os CBMM foram
submetidos a fracionamento por CLAE (4 mg/ procedimento) totalizando 55
repeticdes. Obteve-se um perfil cromatografico que foi agrupado em 13 fragbes,
denominadas de Parachartergus fraternus toxinas — PfTx A e B e PfTx 1-11 (Figura
7). As fracBes PfTx 2, 3, 4, 6 e 10 foram testadas e apenas aquela que apresentou
atividade antinociceptiva foi sequenciada por MS/MS e sintetizada. Todas as

cromatografias foram realizadas em um sistema Shimadzu® Prominence.
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Figura 7: Perfil cromatografico dos compostos de baixa massa molecular (até 3000 Da) da
peconha da vespa social Parachartergus fraternus. Foi utilizada uma coluna de fase reversa
(C18 ODS, 15um, 250 x 10 mm), eluicdo com ACN e TFA por um gradiente isocratico de 5%
ACN + TFA 0,1% (20 min), por gradiente linear de 5% até 60% de ACN + TFA 0,1% por 40
min, com um fluxo de 1,5 mL/min. As fracBes eluidas foram monitoradas a 216 nm. O
gradiente de acetonitrila estd demonstrado pela linha azul. Em cada cromatografia foram
injetadas 4mg de peconha.

As fracdes correspondentes as letras A e B sdo formadas por aminas
biogénicas e neurotransmissores, como GABA e glutamato. Como o objetivo do
trabalho foi detectar novos peptideos, que eluem a partir dos 40 minutos como
comprovado pela literatura, as fracbes eluidas antes deste tempo ndo foram

testadas.

4.3 Bioensaios com fracdes

Apés cerca de 30 cromatografias, as fracbes foram concentradas,
guantificadas pelo peso seco e selecionadas para um teste de screening

possibilitando conhecer aquela que apresentava melhor atividade antinociceptiva.
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Tabela 3: Quantificacao por peso seco das fracdes testadas.

Parachartergus fraternus Toxina Quantidade
PfTx 2 290 ug
PfTx 3 450 pg
PfTx 4 730 ug
PfTx 6 640 ug
PfTx 10 710 g

O screening das fracGes foi realizado com o auxilio do teste de retirada de
cauda. As fracdes foram administradas e os animais testados durante
duas horas em intervalos de 10 minutos na primeira hora e a cada 20
minutos na hora posterior. Foram injetados 20 pg/ animal de cada uma
das fracdes isoladas (n=4), por via intracerebroventricular. Resultado
da analise two-way ANOVA revelaram diferenca significativa entre as
fracdes testadas [F(,15) = 6.379; p<0.01], mas nédo foram observadas
diferencas da interacado fracdo vs. tempo e de tempo. Observou-se uma
atividade antinociceptiva significativa na fracdo PfTx 10 em relacdo a
salina nos 50 e 60 minutos ap6s a administracdo (p<0.001 e p<0.01,
respectivamente). Além disso, aos 50 min, observou-se uma diferenca
da PfTx 10 e PfTx 3 (p<0.05) (Figura 8).

PfTx 2
0.6} v o = PfTx3 (+)
PfTx 4
-+ PfTx6
PfTx 10
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Figura 8: Teste de screening (tail-flick) das fracdes cromatogréficas de
Parachartergus fraternus injetadas via i.c.v. em camundongos. Os dados foram
submetidos ao teste estatistico Two-way ANOVA seguido do Bonferroni. * em relacéo
a salina, + em relacdo a PfTx 3. ** p<0.001, *** p<0.0001.
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4.4 Espectrometria de massa

Apls a separagdo dos compostos por CLAE, as fracBes utlizadas no
screening foram encaminhadas ao espectrometro de massa MALDI-TOF para

determinacao das massas moleculares e avaliacdo da pureza.

A fracdo PfTx2 apresentou-se impura, com um sinal muito fraco, por isso
nota-se a subida da linha de base no espectro (Figura 9). A fracdo PfTx 3 apresentou
trés peptideos mais abundantes com massas monoisotépicas de 1055.61 Da
(majoritaria), 1358.77 Da e 1479.88 Da (Figura 10). A fracdo PfTx 4 (Figura 11)
mostrou-se praticamente pura com um sinal intenso de 1358.78 Da, provavelmente
a presenca desta massa na fracdo PfTx 3 seja derivada de alguma contaminacao. A
fracdo PfTx 6 apresentou uma Unica massa monoisotopica muito intensa de 2748.50
Da (Figura 12).

O espectro de massa da fracdo PfTx 10 revelou a presenca de um composto
predominante de massa [M+H] 1566.99, seus aductos com sédio [M+Na] 1588.98 e
potassio [M+K] 1604.95 (Figura 13). Apenas o composto majoritario foi sequenciado,

uma vez que seu sinal foi tdo intenso que proporcionou esse sequenciamento.
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Figura 9: Espectro de massa da fragéo PfTx 2, obtido por MALDI/TOF no modo linear refletido.
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Figura 10: Espectro de massa da fracdo PfTx 3, observa-se compostos com intensidades distintas. O mais intenso € aquele de
massa monoisotopica de 1055.61 Da, provavelmente referente a bradicinina. Aquisicdo por MALDI/TOF no modo linear refletido.
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Figura 11: Espectro de massa da fracao PfTx 4, sendo visivel o peptideo majoritario [M+H]+ = 1358.780. A aquisicdo do espectro
foi realizada pela técnica do MALDI/TOF no modo linear refletido.
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Figura 12: Espectro de massa da fragdo PfTx 6, pode-se observar um pico majoritario muito intenso com massa monoisotopica de

[M+H]" = 2748.501. O espectro foi obtido por MALDI/TOF no modo linear refletido.
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Figura 13: Espectro de massa da fracdo PfTx 10, obtido por MALDI/TOF no modo linear refletido, mostrando as formas
protonadas do peptideo, com hidrogénio e seus aductos com sédio e potassio respectivamente.
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Um resumo das massas encontradas e de seus respectivos tempos de

retencdo no CLAE estd mostrado na tabela 4.

Tabela 4: Analise das massas moleculares majoritarias da peconha de
Paracharergus fraternus.

Fracao Tempo de Retencéo (min) [M+H]"
PfTx 2 42,5 1131,71; 1300,86; 1448,93
PfTx 3 44,5 1055.61; 1479.86; 1358,78
PfTx 4 46,3 1358,78
PfTx 6 53,0 2748,50
PfTx 10 61,0 1567,99

4.5 Sequenciamento do peptideo majoritario da PfTx 10

Uma vez que apenas a Pftx 10 apresentou atividade significativa no teste de
analgesia, a etapa de sequenciamento e alinhamento se restringiu ao peptideo

majoritario presente nesta fracéo.

A sequéncia de novo do peptideo majoritario presente na fracdo PfTx 10 foi
deduzida pela analise de espectros de massa obtidos por MALDI-MS/MS do ion
1566.99 [M+H]" obtidos por fragmentacéo a laser, utilizando espectdmetro de massa
de alta resolucdo (UltraTOF - Bruker Daltonics, Billerica, USA). As analises da
fragmentacdo deste ion possibilitaram a obtencdo da sequéncia completa de
aminoécidos do peptideo mantendo as ambiguidades. A sequéncia foi confirmada
por meio da andlise das duas series de ions, a -b e a -y. Por fim resultou-se na
sequéncia: lle/Leu- Asn- Trip-lle/Leu-Lys/GIn-lle/Leu-Gly-Lys/GIn-Ala-lle/Leu-lle/Leu-
Asp-Ala-lle/Leu — NH, (Figura 14),
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Figura 14: Sequenciamento de novo do peptideo majoritario da fracdo PfTx 10. Realizado no MALDI-TOF/TOF no método LIFT.
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4.6 Andlise da sequéncia primaria

Apés a obtencdo da sequencia parcial por espectrometria de massa, que
resultou na seguinte sequéncia I/L N W I/L K/Q I/L G K/Q A I/L I/L D A I/L — NHo,
optou-se por compara-la na base de dados online

http://www.ebi.ac.uk/Tools/MPsrch. ApGs esta andlise pode-se evidenciar que se

trata de um mastoparano conhecido, cujas ambiguidades foram sanadas por
homologia de sequencias e massas moleculares. Logo, concluiu-se que a sequéncia

do peptideo é idéntica ao mastoparano da vespa social Agelaia pallipes,

denominado Agelaia-MP, descrito por Mendes e colaboradores em 2004 (Figura 15).

10 20

Parachatergus fraternus INWLKLCKATIDAT
Agelaia p. pallipes INWLKLCGKATIDAL--100%
Protopolybia exigua INWLKLGKATTDAL——92 . 9%
Polybia paulista INWLKLCKMVIDAL-—-85.7%
P. paulista IDWLKLCKMVMDVIL——-64 . 3%

Figura 15: Sequéncias de mastoparanos isolados de vespas sociais alinhadas pela
ferramenta de mdltiplos alinhamentos Clustal W disponivel no softwareBioedit
v.7.0.4.1.

4.7 Peptideo Sintético

Apés a obtencdo da sequéncia por espectrometria de massa e homologia,
optou-se por sintetizar o peptideo com a sequéncia similar ao peptideo identificado,
evitando o uso de mais material bioldgico. A sintese foi realizada pela empresa

AminoTech® Desenvolvimento e Tecnologia Ltda.

A massa molecular do mastoparano sintetizado foi aferida por MALDI-TOF MS
e 0 sequenciamento de novo foi realizado por MALDI- TOF MS/MS, no Laboratorio

de Espectrometria de Massa da EMBRAPA Cenargen. De acordo com 0s espectros


http://www.ebi.ac.uk/Tools/MPsrch
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demonstrados a seguir ficou comprovado que o peptideo sintetizado apresentava
alto grau de pureza (99%) e que a sintese estava correta.

O espectro de massa revelou trés ions sendo o primeiro o peptideo protonado
[M+H]" = 1566.997, o segundo o aducto com sddio [M+Na]" = 1588.972 e o terceiro
o aducto com potassio [M+K]" = 1604.945 (Figura 16). O sequenciamento do
peptideo sintético foi realizado da mesma maneira que o peptideo natural e
apresentou a mesma sequencia de aminoacido confirmando a identidade do

peptideo (Figura 17).
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Figura 16: Espectro de massa MALDI — MS do peptideo sintetizado idéntico ao natural pela empresa AminoTech®, demonstrando a
pureza do peptideo [M + H]+ = 1566,99 m/z. A presenca de mais de uma massa se deve ao fato de possuir um aducto com sodio e
um com potassio.
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Figura 17: Espectro MS/MS do peptideo sintetizado pela AminoTech® idéntico ao natural, comprovando a sequéncia.
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4.8 Efeito antinociceptivo do peptideo sintético em modelos de inducéo de

dor térmica (placa quente e retirada da cauda) em camundongos

O Mastoparano sintetizado, quando injetado por via i.c.v., induziu um potente
efeito antinociceptivo de maneira dose-dependente, em camundongos ensaiados no
teste de antinocicepc¢ao por estimulo térmico da placa quente (hot plate). Diferencas
significativas foram observadas nos resultados do efeito do tratamento [Fa 20 =
56.02; p<0.0001], tempo [F(o,.29) = 23.69; p<0.0001] e na interagédo do tratamento-
versus-tempo [Fo.200) = 4.71; p<0.0001]. E possivel observar (Figura 18) diferencas
significativas até trés dias apds a administracdo do peptideo i.c.v. ha concentracdo
de 6,4 mM em relacédo a salina e a menor concentracdo. O pos-teste de Bonferroni
revelou diferencas significativas em relacdo a salina e a concentracdo de 3,2 mM
com p<0.001 nas doses de 4,8 mM e 6,4 mM durante as primeiras 24 horas em

todos os tempos avaliados.
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Figura 18: indice de antinocicepcéo das laténcias de escape da placa quente apés
injecdo i.c.v. do Mastoparano sintético em camundongos. Os dados foram
submetidos ao teste estatistico Two-way ANOVA seguido do pds teste Bonferroni. *
Diferencas significativas em relacéo a salina.*** = p<0.001; ** = p<0.01; * = p<0.05. #
Diferencas significativas em relagdo a morfina. + Diferencas significativas em relacéo
a dose 3.2 mM. 8 Diferencas significativas em relacédo a dose 4.8 mM.
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A andlise da éarea abaixo da curva do indice de antinocicepcdo do teste da
placa quente mostra um aumento do efeito dependente da dose administrada
evidenciando a caracteristica dose-resposta apresentada pelo peptideo. A andlise
estatistica one-way ANOVA mostrou valores significativamente distintos com relacéo
a maior dose de peptideo injetada e todos os outros tratamentos, comprovando o
potente efeito antinociceptivo nesta dose. Houve também diferenca significativa
entre a dose de 4.8 mM e a de 6.4 mM com a menor dose do peptideo (p< 0.05, e

p<0.001 respectivamente) (Figura 19).

§
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3,2 4.8 6,4 Morfina Salina

Mastoparano (mM animal)

Figura 19: Area abaixo da curva do indice de antinocicepcéo da placa quente (hot-
plate). Os dados foram submetidos ao teste estatistico Anova seguido pelo teste de
Tukey. * Diferencas significativas em relacdo a salina.*** = p<0.001; ** = p<0.01; * =
p<0.05. # Diferencgas significativas em relagdo a morfina. + Diferengas significativas
em relacdo a dose 3.2 mM. § Diferencas significativas em relacéo a dose 4.8 mM.

O uso de trés doses possibilitou a construcdo de uma curva dose-resposta no
teste da placa quente onde foi possivel observar que a concentracdo do peptideo
necessaria para um aumento de 50% no indice de analgesia € de 4.8mM (IC 95% =
6.29 a 8.83) (Figura 20).
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Figura 20: DEsp; do Mastoparano sintético testado via i.c.v. em camundongos (IC
95%-= 6.29 a 8.83).

Os animais ensaiados no teste da retirada de cauda (tail-flick) nao
apresentaram efeito antinociceptivo significativo em relagdo ao peptideo embora
tenham sido observadas diferencas significativas no efeito da morfina. Two-way
ANOVA apresentou significancia do tratamento [F(4,25) = 44.759; p<0.0001], tempo
[F(10,25) = 8.089; p<0.0001] e na interacdo tratamento-versus-tempo [F(40,250) =
5.329; p<0.001]. N&o foi observada nenhuma diferencga significativa entres as doses
do peptideo testadas e a salina, as diferencas significativas observadas na analise
do Bonferroni foram referentes somente a morfina em relacdo a salina e as outras
doses (Figura 21). A morfina mostrou-se significativamente diferente de todos os
outros tratamentos durante quatro horas de ensaio, com p<0.05 no tempo de 210
minutos em relacéo a dose 6.4 mM e p<0.001 nos tempo 150 e 240 min relacionada
a mesma dose. Ja entre a dose de 4.8 mM foi possivel observar um p<0.001 em

dois tempos 120 e 210 min.
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Figura 21: indice de antinocicepcdo do teste de retirada da cauda. apos a
administracdo do mastoparano via i.c.v. Os dados foram submetidos ao teste Two-
way ANOVA seguido do pés teste Bonferroni. * Diferencas significativas em relacéo a
salina.*** = p<0.001; ** = p<0.01; * = p<0.05. # Diferencas significativas em relagao a
dose 6.4. + Diferencas significativas em relacdo a dose 3.2 mM. § Diferencas
significativas em relacao a dose 4.8 mM.

Apesar de ndo se mostrar visivel no indice de antinocicep¢éo da retirada de
cauda, a area abaixo da curva desse teste revelou um aumento da resposta dose
dependente (Figura 22). A analise estatistica mostrou uma diferenca significativa
entre a maior dose e a salina, com p<0.05, mostrando o efeito duradouro do
mastoparano. O poés-teste de Tukey revelou diferencas significativas com p<0.001
entre os tratamentos 3.2 e 4.8 mM em relacdo a morfina, entre a salina e a dose de

6.4 mM com p<0.05 e entre a salina e a morfina com p<0.001.
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Figura 22: Area abaixo da curva do teste de retirada da cauda. Os dados foram
submetidos ao teste estatistico Anova seguido pelo teste de Tukey. * Diferencas
significativas em relacdo a salina.*** = p<0.001; ** = p<0.01; * = p<0.05. # Diferencas
significativas em relagao a morfina.

4.9 Verificacdo da canula guia

Para a administracdo dos compostos o procedimento de injecdo i.c.v. foi
utilizado. Neste procedimento, uma canula guia é implantada 4-6 dias antes da
injecdo dos compostos. Desta forma, pode-se verificar a posteriore o local exato da

injecdo, de maneira a avaliar apenas 0s animais que receberam a inje¢ao correta.

A posigéo da canula-guia e do local de injecao foram verificados em todos os
animais experimentados. A marcagdo em azul da Figura 23 indica os ventriculos

laterais segundo a Atlas de Franklin & Paxinos (1997).

Apenas aqueles que apresentaram o correto posicionamento da canula guia,
verificada pela coloracdo azul em ambos os ventriculos, foram considerados como

validos para a andlise estatistica.

Apés a eutanasia dos animais, foi injetado 0,01lmL do corante azul de
metileno na canula guia implantada conforme demonstrado em vermelho na figura a

esquerda.
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Interaural 3.58 mm Bregma -0.22 mm |

Figura 23: Na Figura 22a esta indicado em vermelho a posicdo da canula
guia no ventriculo lateral esquerdo segundo o atlas de Franklin & Paxinos (1997),
e em b a marcacdo em azul de uma fatia do encéfalo do animal utilizado no
experimento, a seta vermelha indica a inser¢éo da canula.
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5 Discussao

Ha no mundo uma extensa variedade de animais peconhentos e venenosos
capazes de produzir toxinas ou apenas armazenar toxinas derivadas de outros
organismos em estruturas anatdémicas especializadas. Esses animais vivem em uma
“guerra evolucionista tecnoldgica” com suas presas e predadores onde o vencedor
permanece vivo por mais tempo. Isto ndo ocorre de um dia para o outro, mas
demanda milhdes de anos e se perpetua, pois enquanto alguns desenvolvem
venenos mais potentes, outros modificam suas estruturas de maneira que a toxina

nao faca mais efeito (Mortari et al, 2007; Mebs, 2000).

A partir da observagdo do comportamento desses animais na natureza e dos
efeitos dessas toxinas em outros animais, a comunidade cientifica comecou a dar
crédito e importancia as toxinas e passou a estuda-las com intuito de desenvolver
novas ferramentas biotecnolégicas, bem como novos farmacos para diversas
patologias humanas como hipertensdo e ansiedade, bem como o desenvolvimento

de novas drogas analgésicas (Mortari et al, 2007; Xu et al, 2006).

As vespas ou marimbondos, assim como as abelhas e as formigas, séo
insetos pertencentes a ordem Hymenoptera. A maioria das espécies descritas nessa
ordem sdo vespas, cerca de 130.000, sendo distribuidas em trés grandes familias:
Vespidae, Pompilidae e Sphecidae. Estes insetos possuem grande importancia
ambiental seja como polinizadores e espalhadores de sementes ou como agentes
de controle biolégico contra lepdopteras e coledpteros (Gillot, 1995; Gallo et al,
2002; Ribeiro Junior, 2008)

A familia Vespidae apresenta seis subfamilias das quais trés sdo compostas
por vespas solitarias (Eumeninae, Euparaginae e Masarinae) e as outras (Vespinae,
Polistinae e Stenogastrinae) comportam as espécies sociais. A vespa
Parachartergus fraternus esta inclusa na subfamilia Polistinae, esta subfamilia se
distribui mundialmente, porém sua maior concentracao estd em regides tropicais,
principalmente no Brasil, onde se encontram 26 géneros e mais de 900 espécies
(Mateus, 2005; Ribeiro Junior, 2008).
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Por apresentar muitas espécies e uma ampla distribuicdo geogréfica a
subfamilia Polistinae é dividida em quatro tribos: Polistini, Mischocyttarini, Ropallidiini
e Epiponini (Mateus, 2005). O género Parachartergus esta enquadrado na ultima
tribo mencionada, assim como as vespas do género Agelaia, o que poderia explicar
a existéncia de peptideos comuns em suas peconhas, visto sua proximidade

filogenética (Figura 24).

Eumeninae
Stenogastrinae
Vespinae
Polistes
Mischocyttarus
Parapolybia
Ropalidia
Polybioides
Belanogaster
Apoica

Agelaia
Angiopolybia
Pseudopolybia
Parachartergus
Leipomeles
Marimbonda
Nectarinella
Chartergellus
Synoeca
Asteloeca
Metapolybia
Occipitalia
Clypearia
Protopolybia
Charterginus
Chartergus

Brachygastra
Protonectarina
Polybia
Epipona
Synoecoides

Figura 24: Arvore filogenética da Familia Polistinae (Wenzel e Carpenter, 1994).
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Apesar das vespas da espécie Parachartergus fraternus serem agressivas,
com ninhos de dificil acesso, pois estes se encontram sempre altos e bem aderidos
a vegetacdo estando por vezes enrolados nos galhos, e possuirem tendéncia a
abandonar o ninho mediante as interferéncias (Mateus, 2005), estas s&o
encontradas facilmente na regido de cerrado, principalmente durante o verdo. Além
disso, o comportamento de borrifar a peconha em vez de injetd-la no agressor torna

a coleta do material biol6gico mais facil.

Quanto a peconha, a vespa Parachartergus fraternus apresenta uma riqueza
consideravel de compostos de baixa massa molecular, principalmente os peptideos
que séo eluidos ap6s 40 minutos do inicio do procedimento cromatografico. Foram
observadas onze fracbes de compostos peptidicos separadas pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Outros autores realizaram a separagéo de
compostos com a peconha bruta gerando perfis cromatograficos muito similares,
mesmo realizando a separacdo com a peconha bruta, ou seja, também com os
compostos de alta massa molecular (Rocha et al, 2010; Souza et al, 2009; Mendes
et al 2005; Mendes et al 2004). Souza e colaboradores (2009) fizeram um estudo
com a peconha da vespa social Polybia paulista, a qual apresentou um total de 13
fracbes, sendo as duas primeiras ricas em aminas biogénicas e em
neurotransmissores. Para esta vespa as Ultimas fracdes 11 e 13 eluidas em
aproximadamente 35 e 40 minutos, respectivamente, sdo constituidas por

mastoparanos.

O perfil cromatografico da peconha da vespa Agelaia pallipes pallipes, apesar
da semelhanca de compostos com a Parachartergus fraternus possui apenas 7
fracbes cromatograficas, sendo a dltima com tempo de retencdo de
aproximadamente 40 minutos representada pelo mastoparano Agelaia MP — |
(Mendes et al, 2004). Os mastoparanos isolados em geral apresentam tempo de
retencdo entre 30 e 40 minutos (Rocha et al, 2010; Souza et al, 2009; Mendes et al,
2004). Apesar dos tempos de retencdo serem bastante distintos entre o0s
mastoparanos encontrados na literatura e o mastoparano descrito neste trabalho, e
ressaltando que a metodologia empregada foi diferente, é possivel observar que séo
compostos hidrofébicos similares, pois eluem com porcentagens de acetonitrila

proximas a 60%.
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A fracdo cromatografica PfTx 10 isolada da vespa social Parachartergus
fraternus apresentou efeito antinociceptivo quando injetado via i.c.v. em
camundongos, efeito observado aos 50 e 60 min apds a injecdo. O peptideo
majoritario dessa fracéo foi sequenciado e identificado como um mastoparano, uma
molécula muito bem descrita nas peconhas de vespas. O sequenciamento de novo
foi capaz de identificar parcialmente a composi¢cdo dos aminoacidos mantendo
algumas ambiguidades, que foram resolvidas por homologia, resultando na seguinte
sequencia: INWLKLGKAIIDAL — NH,. ApGs analise comparativa concluiu-se que € o
mesmo mastoparano encontrado primeiramente na vespa Agelaia pallipes e
conhecido como Agelaia — MP 1. Testes biolégicos demonstraram que o
mastoparano tem atividade de degranulacdo de mastdcitos e ndo apresenta efeitos
antimicrobianos ou quimiotaticos (Mendes et al, 2004). Em um recente artigo,
Batista-Saidemmberg e colaboradores (2012) demonstraram que este mastoparano
€ capaz de aumentar a secrecdo de insulina pelas células pancreaticas de
camundongo via modulacdo de proteina G sem causar efeitos citoliticos nestas
células, além de fazer a modelagem da estrutura secundaria tridimensional do

peptideo, conforme demonstrado na figura 25.

Figura 25: Estrutura secundaria tridimensional do mastoparano isolado da peconha
da vespa social Agelaia pallipes pallipes denominado Agelaia-MP | (Baptista-
Saidemberg et al, 2012).
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O Mastoparano, um peptideo cuja principal funcdo €é de degranular
mastocitos, foi primeiramente descrito na peconha da vespa social Vespula flaviceps
lewisii em 1979 por Hirai e colaboradores. Desde entdo, foram inUmeras as
descobertas sobre as fun¢des dessa molécula in vivo e in vitro, sabe-se que eles
também podem atuar como antimicrobianos, antitumorais, citoliticos e moduladores
de proteina G. Estes peptideos sdo verséateis, porém pouco seletivos visto que
atuam em diversos alvos celulares (Saidemberg, 2011; Hirai et al, 1979; Higashijima
et al, 1988).

Os dados do presente trabalho demonstram que o mastoparano apresenta
um efeito antinociceptivo quando injetado diretamente no SNC de camundongos, no
teste da placa quente. Além disso, seu efeito foi dose-dependente, e a maior dose

demonstrou efeito antinociceptivo prolongado até trés dias ap0ds a injecao.

Até o presente momento foram identificados poucos compostos
antinociceptivos da peconha de vespas, sendo descritos apenas dois. A Thr6-BK
(RPPGFTPFR), isolada da Polybia occidentalis, foi descrita como antinociceptiva por
Mortari e colaboradores em 2007, apresentando um potente efeito quando injetado
via i.c.v. em ratos. O outro composto foi isolado da vespa social Agelaia pallipes
pallipes, denominado Palipina, possui, uma sequencia amidada com 22 residuos de
aminoacidos (SIKKHKCIALLKRRGGSKLPFC-NH2), apresentou efeito
antinociceptivo e anti-inflamatério quando injetado perifericamente em camundongos
(Baptista-Saidemberg, 2011).

O presente trabalho descreve pela primeira vez o efeito antinociceptivo de um
mastoparano. A acdo dos mastoparanos no Sistema Nervoso Central de
camundongos foi descrita pela primeira vez por Blazquez e Garzon em 1994. Eles
demonstraram que o0 mastoparano, isolado da Vespula lewisii, pode atuar
interagindo em receptores opioides ligados a proteina G e este efeito permanece
nove dias apds a injecao, esta interacdo diminuiu a acdo analgésica dos opioides

(Blazquez e Garzon, 1994).

Mais recentemente, Jones e Howl (2006) descobriram que oS mastoparanos
sdo capazes de ativar a resposta celular mediada por proteina G, ativando-a de

maneira semelhante a um receptor metabotrépico. Segundo estes autores, 0S
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mastoparanos se posicionam na membrana celular na posi¢gédo horizontal com sua
face hidrofilica voltada para o meio intracelular, se ligando a proteina G,
predominantemente Gi ou Go, catalisando a troca GDP/GTP simulando o receptor

ativado (Jones e Howl, 2006) conforme ilustrado na figura 26.

Receptor metabotropico

Mastoparano

-

Citoplasma Seosmanl aecarmoa—n (S

o

Face hidrofilica

Figura 26: Representacdo do mastoparano na membrana citoplasmatica
mimetizando um receptor metabotropico (Jone e Howl, 2006 modificado).

Interessantemente todos os receptores opibdides sdo do tipo metabotrdpico, ou
seja, sdo acoplados a proteina G, do tipo Gi e Go. Quando estimulados pelos seus
ligantes ocorre a inibicdo da enzima adenilato ciclase, reduzindo o nivel de adenosil
monofosfato de sddio intracelular o que resulta no fechamento de canais de célcio
voltagem dependentes nas terminagfes sinapticas, diminuindo a liberacdo de
neurotransmissores e consequentemente, a ativacdo dos receptores, bloqueando
parcialmente a transmissdo do estimulo doloroso (Dietis et al, 2011; Martins, 2012;
Mizoguchi et al, 2012).

Considerando isto e a capacidade dos mastoparanos de ativarem as
proteinas G, pode-se inferir um possivel mecanismo de agcdo para 0 mastoparano

isolado da Parachartergus fraternus. Provavelmente ao ser injetado diretamente no
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sistema nervoso central o mastoparano Agelaia-MP | provoca ativagdo da proteina G
ligada ao sistema opidide endbgeno resultando em um potente efeito

antinociceptivo.

Diferencas foram observadas entre os dois testes utilizados neste trabalho,
pode-se observar que o peptideo foi mais ativo no teste de placa quente. Esta
diferenca pode ter sido gerada uma vez que os compostos foram injetados via icv, e
o teste de retirada de cauda tem como principal modulador, receptores na medula
espinhal. O teste de retirada de cauda tem sido muito utilizado para avaliar farmacos
com acdo opidide-like, mas prioritariamente por injecdo sistémica (Le Bars et al,
2001).

Outro possivel mecanismo de acdo deste mastoparano, que explicaria os
resultados obtidos nos ensaios da retirada da cauda e da placa quente, seria a
possibilidade do peptideo atuar bloqueando a via ascendente da dor. Neste alvo o
peptideo impediria a transmissdo do impulso diretamente no tdlamo, atuando nos
neurdnios de segunda ordem e causando inibicdo pré-sinaptica, consequentemente

impedindo a liberacdo de neurotransmissores (Mizoguchi et al, 2012).

Os mastoparanos além de serem excelentes ferramentas para estudo de
receptores ligados a proteina G (Saidemberg, 2011) e de receptores e canais
envolvidos na nocicepgdo (Blazquez e Garzon, 1994) eles também podem atuar

promovendo a antinocicepcéo quando injetado diretamente no SNC.

S&80 necessarios mais estudos para elucidar os mecanismos de acao
relacionados a atividade antinociceptiva do mastoparano que possivelmente pode

estar relacionada com a proteina G.

Como visto no perfil cromatografico da peconha da vespa Parachartergus
fraternus ainda existem muitos compostos de baixa massa molecular a serem
estudados nessa peconha, que tem um grande potencial farmacolégico e
biotecnolégico. Quanto ao mastoparano a partir deste trabalho adicionou-se mais
uma funcéo a essa molécula multifuncional, a atividade antinociceptiva, a qual deve

ser mais estudada para que possamos conhecer melhor os mecanismos de acao
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possibilitando no futuro o desenvolvimento de uma nova opgéao terapéutica para a

dor.
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Conclusao

A peconha da vespa social Parachartergus fraternus € rica em compostos

bioativos de baixa massa molecular, com atividade direta no SNC.

A fragdo com compostos de baixa massa molecular PfTx 10 mostrou-se ativa
contra a nocicepcdo em camundongos no modelo de inducdo de dor por

estimulos térmicos — tail flick.

A atividade analgésica descrita € inédita para essa classe de moléculas

mastoparano, uma molécula com mdultiplas acdes em mamiferos.

O Mastoparano (INWLKLGKAIIDAL) apresentou um potente efeito
antinociceptivo quando injetado via i.c.v. em camundongos, nos testes hot

plate e tail-flick.

O efeito antinociceptivo induzido pelo mastoparano provavelmente é causado
pela inativacdo da via ascendente, explicando assim a atividade exacerbada

do peptideo no bioensaio do hotplate.
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