y /- UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
VaY “JULIO DE MESQUITA FILHO”
U nesp INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

Unesp

CIENCIAS BIOLOGICAS

EDUARDO YUICHI YOSHIOKA

ESTUDOS DA ATIVIDADE GERAL,
ANTINOCICEPTIVA/NOCICEPTIVA, ANTI-
INFLAMATORIA/INFLAMATORIA DA B-
FENILETILAMINA (FEA), UMA SUBSTANCIA
ISOLADA DO VENENO DE VESPA POLYBIA
PAULISTA

Rio Claro
2015



EDUARDO YUICHI YOSHIOKA

ESTUDOS DA ATIVIDADE GERAL, ANTINOCICEPTIVA/NOCICEPTIVA,
ANTI—INFLAMATQRIA/INFLAMATORIA DA B-FENILETILAMINA
(FEA), UMA SUBSTANCIA ISOLADA DO VENENO DE VESPA Polybia
paulista

ORIENTADOR: PROF. DR. MARIO SERGIO PALMA

Trabalho de Conclusio de Curso apresentado ao
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Campus de Rio
Claro, para obten¢ao do grau de Bacharel em Ciéncias
Biologicas

Rio Claro
2015



615 Y oshioka, Eduardo Y uichi
Y 65e Estudos da atividade geral, antinoci ceptiva/nociceptiva,
anti-inflamatéria/inflamatdria da 2-feniletilamina (FEA), uma
substanciaisolada do veneno de vespa Polybia paulista/
Eduardo Y uichi Yoshioka. - Rio Claro, 2015
35f. :il., gréfs., tabs.

Trabalho de conclusdo de curso (bacharelado - Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncias de Rio Claro

Orientador: Mario Sergio Pama

1. Farmacologia. 2. Dor. 3. Bioprospeccéo. 4. Venenos. 5.
Toxinas. |. Titulo.

Ficha Catal ogréfica elaborada pela STATI - Bibliotecada UNESP
Campus de Rio Claro/SP




AGRADECIMENTOS

Ao Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) e seus funcionarios pelo espago e ajuda.

Ao Laboratério de Bioguimica Estrutural e Zooquimica e ao CNPQq, pela disponibiliza¢do
do espaco e financiamento, respectivamente, para o desenvolvimento desse trabalho. A
orientagdo do Prof. Dr. Mario Sergio Palma e a co-orienta¢ao (na época) da Dra. Patricia
Brigatte. Aos alunos de estigio (na época) Heloiza, Natélia e Leticia por ajudarem nos

experimentos.

Aos Prof. Dr. Edson Antunes, Prof. Dra. Maria Andréia Delbin e Profa. Dra. Fabiola
Zakia Taufic Ménica, do Departamento de Farmacologia — FCM da Universidade Estadual
de Campinas, pelo espaco, tempo e dedica¢do cedidos aos experimentos de reatividade da

artéria femoral nos camundongos.

Aos Prof. Dr. Wothan Tavares de Lima e a pesquisadora Dra. Adriana Lino, do
Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo
Paulo, pelo espacgo, tempo e dedicacdo cedidos aos experimentos de reatividade da traqueia

nos camundongos.

Um agradecimento especial a Dra. Patricia Brigatte, a Pat. Agradeco a paciéncia e a for¢a
de vontade para me ensinar desde o zero sobre essa nossa area de manipulagdo animal e
Farmacologia. Pelas conversas, licoes e incentivos que foram passadas, por acreditar em

mim.

Aos amigos feitos nesse periodo de estdgio, Diego e Fernando. Obrigado pelas boas

conversas (sérias ou ndo) e ajudas pontuais... Café?

A namorada mais corajosa, compreensivel, companheira e incentivadora, Fernanda Veck
dos Santos! Fer, obrigado por toda a ajuda nesse periodo e por sempre ser um exemplo e
inspiracdo para mim. Certamente desenvolver esse trabalho seria mil vezes mais dificil sem

vocé por perto.

A minha familia... Simplesmente por tudo.

Obrigado.



RESUMO

A utilizacao de substancias naturais com propriedades terapé€uticas tem sido realizada desde
as antigas civilizagdes. As substancias existentes em muitas das secre¢des toxicas de insetos,
particularmente de vespas, sdo candidatas naturais a bioprospec¢ao de compostos lideres para
o desenvolvimento de substancias com propriedades terapéuticas. Porém, apesar do grande
numero de espécies de vespas sociais com distribui¢do em regides tropicais e subtropicais,
pouco se conhece a respeito da composi¢do e da farmacologia dos venenos destes insetos. O
veneno da vespa Polybia paulista é composta por varias substancias biologicamente ativas.
Dentre essas substancias isolamos a [-feniletilamina (2-FEA). Esta substancia ¢ similar as
anfetaminas, que estdo entre as drogas de abuso mais comuns. Este tipo de droga promove
uma sensa¢ao de “poder” ao usudrio, que passa da euforia a depressdo instantaneamente apos
o efeito da droga acabar. Este projeto visa estudar e caracterizar o possivel efeito
antinociceptivo e anti-inflamatorio da 2-FEA, uma substancia similar a anfetaminas, presente
no veneno da vespa Polybia paulista na experimentacao animal. Além disso, uma vez que
esta substancia ¢ similar a drogas de abuso comuns, sera verificado se a mesma interfere com
a atividade geral dos animais. Uma vez que o teste de avaliagdo da sensibilidade dolorosa
elicita uma resposta motora dos animais (retirada da pata), sera avaliado se a 2-FEA interfere
com a contracdo muscular de vias aéreas (traqueia) e das artérias femorais. Observou-se que a
2-FEA, nas doses de 10 até 100 mg/kg, reduziu a atividade de locomog¢ao dos camundongos.
Ja nas doses de 0,1 at¢ 10mg/kg, houve uma reducao mais branda na locomogao dos animais.
O comportamento de levantamento desses mesmos animais aparentemente ndo sofreu
aumento nem redu¢do nessas mesmas doses. No que se refere a atividade hiperalgésica, foi
observado que a 2-FEA per se, nas doses de 50 e 100mg/kg, ndo induziu uma resposta
inflamatéria e nao reverteu um quadro de inflamacdo induzido por carragenina. Como
consequéncia de uma possivel atividade inflamatoria e/ou anti-inflamatoria, a atividade
edematogénica nas doses de 50 e 100 mg/kg da 2-FEA per se avaliada, ndo induzindo um
processo inflamatorio, ndo promoveu o aumento do volume da pata desses camundongos.
Ainda, frente ao processo inflamatério desencadeado pela carragenina, as mesmas doses nao
reverteram essa inflamagdo. Por fim, a dose de 50mg/kg nado interferiu com a reatividade da
traqueia e concentragdes de 10* ¢ 10°M de 2-FEA induziram fracas contra¢des da artéria
femoral. Entretanto, uma vez que essas doses e concentragdes sdo muito altas, torna-se
inviavel que na natureza, ao sofrermos uma ferroada da vespa Polybia paulista, essas

respostas comportamentais sejam comumente observadas.
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1 INTRODUCAO

1.1. Filo Artropodes — Ordem Hymenoptera

Os artropodes representam o maior grupo animal com espécies que abrangem
aproximados 85% de todas as ja descritas (MALASPINA et al., 2009) com estimativas de que
existam para cada ser humano vivo, um equivalente a 200 milhdes de insetos (MEINWALD;
EISNER, 1995). Em decorréncia da grande diversidade de espécies e de toxinas que
compdem os venenos destes animais, estas toxinas sao candidatas naturais a bioprospecg¢ao de
compostos-lideres para o desenvolvimento de drogas de uso terapéutico (PALMA et al., 1997;
MANZOLI et al., 2003; PINTO et al., 2002). Nos ultimos anos muito se tem estudado sobre
as atividades biologicas e a bioquimica das secregdes dos Artropodes. Esses animais
produzem substancias utilizadas para paralisar e/ou matar, bem como, apenas afastar seus
inimigos (MEINWALD; EISNER, 1995).

Dentro da ordem Hymenoptera, as vespas sociais pertencentes a familia Vespidae, sdo
conhecidas por possuirem ferrdes ¢ sao divididas em duas subfamilias: a Vespinae, tipica de
areas temperadas, e a Polistinae, de areas tropicais (RICHARDS, 1978). Dentre todos os tipos
de venenos animais ja descritos, aqueles pertencentes aos insetos da Ordem Hymenoptera sdao
conhecidos ha mais de 4,5 mil anos, pois existem relatos do antigo Egito, onde o Farao
Menes, foi vitima fatal de ferroadas de vespas. Além disso, os insetos dessa ordem eram
muito conhecidos entre os hebreus (SPRADBERY, 1973).

Apesar do grande ntimero de espécies de vespas sociais com distribui¢do em regides
tropicais e subtropicais, pouco se conhece a respeito da composi¢do dos venenos desses

insetos, especialmente de regides neotropicais (MENDES et al., 2005).

1.2. Caracteristicas e composi¢do do veneno de Hymenopteras

Ferroadas por abelhas e vespas, incluindo as espécies brasileiras, representam um
problema de saude publica. Pessoas (20 a 50) morrem todos os anos nos Estados Unidos
como resultado de reagdes sistémicas severas por picadas de abelhas, vespas e formigas
(PARISH, 1963; HOFFMAN et al., 1983). Infelizmente, no Brasil e na América do Sul nao
ha estatisticas em relacao a este problema, porém o que pesquisadores da area relatam € que o
problema ¢ similar ou maior do que na América do Norte (CASTRO, 2009). As varias
fungdes decorrentes de substancias quimicas originarias dos himenopteros — afastar ou matar
presas, feromonios para comunica¢do (Mc CORMIC; MEINWALD, 1993) — foram respostas

evolutivas estratégicas de seus venenos, e aparelhos urticantes de acordo com sua biologia e



comportamento, principalmente, visando atingir o sistema nervoso de suas presas (PALMA,
2006).

O veneno de himenopteros ¢ relatado como responsavel por 9.3-28.5% dos casos de
sensibilizacdo no mundo (ANTONICELLI et al., 2002). Suas ferroadas provocam dor severa,
inflamacao local, alteragcdes locais e sistémicas, e morte em pacientes alérgicos ao veneno
(ANTONICELLI et al., 2002; STEEN et al., 2005) devido aos choques anafilaticos e reagdes
toxicas sistémicas em altas doses (CHEN et al., 2004; ELLIS;DAY, 2005).

O veneno de himendpteros consiste de uma combinagdo complexa de toxinas de
baixas massas moleculares (PALMA, 2006), uma série de peptideos policationicos (DE
SOUZA et al., 2009) e proteinas com importante fungao alérgica (PANTERA et al., 2003).

Foi demonstrado que o veneno das vespas contém uma diversidade de componentes
protéicos, tais como as fosfolipases A e B, hialuronidases, fosfatases acidas, proteases e
nucleases. E possivel ainda encontrar muitos peptideos apresentando atividades bioldgicas
relacionadas a desgranulagdo de mastdcitos, quimiotaxia de leucécitos polimorfonucleados
(PMNL), citdlise e leve contragdo muscular (NAKAJIMA et al., 1986).

A fragdo de baixa massa molecular molecular (BMM) do veneno de vespas contém
uma série de aminas biologicas tais como histamina, serotonina, adrenalina, noradrenalina,
espermina e espermidina; alguns aminoacidos como o acido aspartico e glutamico;
nucleotideo trifosfatos, nucleosideos e actcares livres (OWEN, 1979; NAKAJIMA 1986).
Posto que grande parte desses componentes possua acdo neurotransmissora, com a outra parte
participando no bloqueio de canais i6nicos a nivel neuronal (HISADA et al.,, 2005),
considera-se o veneno de vespas uma rica fonte de compostos BMM atuantes em diversos
sistemas biologicos, principalmente no sistema nervoso € apresentam um amplo alcance de
efeitos farmacoldgicos na transmissao sindptica (MORTARI et al., 2005).

Trabalho anterior deste laboratorio relata que o veneno da vespa Polybia paulista ¢é
composta por varias substancias biologicamente ativas. Dentre essas substancias citamos a f3-
feniletilamina (2-FEA) (SAIDEMBERG, 2009). Esta substancia, alvo do presente trabalho,

sera devidamente abordada no item subsequente 1.5.

1.3. Dor: Consideragoes gerais

A dor ¢ considerada um problema de saude publica, uma vez que interfere com a
qualidade de vida dos pacientes. Neste sentido, dados da Organizagdo Mundial de Satde

relatam que cerca de 40% dos pacientes que sofrem de dor ndo dispdem de tratamento



adequado (HANKS et al., 2001; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1996; JACOX et al.,
1994).

A dor, segundo a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), ¢ definida
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano tecidual
potencial e/ou de fato ou, ainda, descrita em termos que sugerem tais lesdes. A dor, portanto,
¢ um processo cognitivo e dependente da memdria, aspectos culturais e psiquicos.

Os nociceptores (receptores para a dor) sdo terminagdes nervosas livres desprovidas de
estruturas receptoras especificas sendo, portanto, uma continuacao da propria fibra nervosa.
Os neurdnios aferentes primarios detectam o estimulo nociceptivo ou nocivo (transdugao),
conduzem o impulso da periferia para a medula espinhal e transferem esses impulsos para
neurdnios secundarios e interneuronios presentes em laminas especificas do corno dorsal da
medula espinhal (transmissdo sinaptica) (CAVIEDES; HERRANZ, 2002). Da medula
espinhal, as informagdes nociceptivas sdo conduzidas ao tronco cerebral, tdlamo e cortex
cerebral, onde ocorre a percepgao da dor (SCHAIBLE; RICHTER, 2004; WOOLF, 2004).

Virias substancias sintetizadas e/ou liberadas durante o processo inflamatdrio tais como
protons extracelulares, mediadores lipidicos, bradicinina, prostaglandina, entre outros, podem
interferir com a atividade dos neurdnios nociceptivos primarios (JULIUS; BASBAUM, 2001;
SCHAIBLE et al., 2004). Os mediadores periféricos da hipernocicep¢ao atuam via receptores
ligados a intermediarios celulares regulatorios (proteina G, segundos mensageiros), que
regulam a permeabilidade da membrana e a concentracdo ionica celular (BEVAN, 1999;
REICHLING; LEVINE, 1999). A sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos primarios ¢
decorrente, em parte, do incremento das concentragdes intracelulares de AMPc, ativagao de
proteinoquinases, como PKA, acarretando a fosforilagdo de canais i6nicos € o aumento do
influxo de Ca®" intracelular. A consequéncia destes efeitos metabolicos é a despolarizagdo
parcial da membrana neuronal facilitando a geragdo e a transmissdo de impulsos nervosos
(CUNHA et al., 1999; ENGLAND et al., 1996; FERREIRA;LORENZETTI, 1994).

O corno dorsal da medula espinhal ¢ um sitio importante no processo de transmissao e
modulagdo da informagdo nociceptiva da periferia para o SNC (AIMONE;YAKSH, 1989;
COLBURN;DELEOQ, 1999). O principal neurotransmissor excitatdrio envolvido na sensag¢ao
nociceptiva ¢ o glutamato, enquanto neuropeptideos como a substancia P, a neurocinina A e o
Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina parecem atuar como neuromoduladores da
transmiss¢do nociceptiva, favorecendo esta transmissao (KIDD; URBAN, 2001; SCHAIBLE;
RICHTER, 2004).



Varios agentes indutores de hipernocicep¢do inflamatoria t€m sido utilizados
experimentalmente, dentre eles, a carragenina, um agente inflamatorio e a prostaglandina E;
(PGE;), um mediador inflamatorio. O aumento da sensibilidade a dor causado pela
carragenina ¢ caracterizado por um componente periférico, resultante da sensibilizagdo dos
nociceptores € por um componente central, com a participacdo de circuitos centrais de dor
(FERREIRA et al., 1978). A mediacdo quimica desta hipernocicepcdo envolve a liberacao
sequencial de mediadores nociceptivos, tais como bradicinina (FERREIRA et al., 1993) ,
fator de necrose tumoral (a- TNF) (CUNHA et al., 1992), interleucina-6 e interleucina-1§3
(FERREIRA et al., 1988) que estimulam a formacdo de produtos da ciclo-oxigenase,
resultando principalmente na producdo de Prostaglandina E2 (PGE,;) (NAKAMURA;
FERREIRA, 1987). Prostandides e aminas simpatomiméticas representam os mediadores
finais responsaveis pelo desenvolvimento do quadro hipernociceptivo. Cabe ressaltar que em
camundongos, ndao s6 o TNF-a, mas também a quimiocina derivada de queratindcitos
KC/CXCLI sdo as primeiras citocinas liberadas pela carragenina, sendo sucedidas pela IL-1f3.
Porém, diferentemente do TNF-a, o KC/CXCL1 age também via liberacdo de aminas
simpatomiméticas (CUNHA et al., 2005).

Diferentemente da carragenina, a prostaglandina E; ndo induz resposta inflamatodria, mas
age sensibilizando diretamente o neurdnio sensitivo primario por atuar em receptores EP
presentes na membrana dos neurdnios (SOUTHALL; VASKO, 2001). Estes receptores,
acoplados a segundos-mensageiros (DRAY, 1995) , causam diminui¢do do limiar de dor
(DRAY, 1995;FERREIRA; NAKAMURA, 1979). Esta hipernocicep¢do ¢ decorrente da
ativagdo de receptores acoplados a proteina G estimulatoria (Gs), resultando na estimulagao
da adenilato ciclase e aumento de AMPc intracelular (FERREIRA; NAKAMURA, 1979;
TAIWO; LEVINE, 1991). Estes mensageiros secundarios ativam as vias PKA dependente de
AMPc (CUNHA et al., 1999) e PKC dependente de fosfolipase C (PARADA et al., 2003),
resultando na despolarizagdo da membrana celular e transmissdo do impulso nociceptivo
(FERREIRA; LORENZETTI, 1994). Estudos eletrofisiologicos demonstraram que a PGE,
aumenta a excitabilidade neuronal por suprimir as correntes de potassio (EVANS;
SUMMERS, 1999) e/ou aumentando a atividade de canais de sddio resistentes a tetrodotoxina
(ENGLAND et al., 1996; GOLD et al., 1996).

Como mencionado anteriormente, a caracterizagdo dos multiplos mecanismos celulares

e moleculares envolvidos na génese da dor tem contribuido para o avango no conhecimento



da fisiopatologia dos processos nociceptivos e de seu controle, bem como para a descoberta
de novos farmacos analgésicos.

Neste sentido, os objetivos atuais da pesquisa de novos farmacos visam o
desenvolvimento de opiodides e analgésicos ndo esteroidais que possuam menos efeitos
adversos, inibidores dos transmissores centrais que medeiam a dor, bloqueadores seletivos de
canais para sodio Na, 1.8 e Na, 1.9 e drogas que promovam a abertura de canais para potassio

presentes nas fibras nociceptivas (CURY;PICCOLO, 2006).

1.4. Estudos experimentais com venenos de insetos

Diversos fatores justificam o sucesso bioldgico dos insetos, entretanto um aspecto
geralmente pouco discutido ¢ sua extraordinaria versatilidade quimica (MEINWALD;
EISNER, 1995). Neste sentido, estudos experimentais apontam para diversos efeitos toxicos
indesejaveis provocados pelas toxinas destes animais, tais como, nocicep¢do e inflamacao,
bem como atividades hemoliticas (MENDES;PALMA, 2006; MURATA et al., 2006).

Por outro lado, diversas moléculas isoladas das secrecdes dos insetos, assim como de
muitos outros Artrépodes, apresentam propriedades de importancia terapéutica tais como,
efeito antinociceptivo, anti-inflamatério e antimicrobiano (MORTARI et al.,, 2007;
MORTARI et al., 2007; KONNO et al., 2006).

Dentre os insetos, algumas espécies de vespas possuem um papel especial no processo
evolutivo, sendo mais evoluidas socialmente (HUGHES et al., 2008). Apesar do grande
nimero de espécies de vespas sociais com distribuicdo em regides tropicais e subtropicais,
pouco se conhece a respeito da composicdo dos venenos desses insetos, especialmente de
regides neotropicais (MENDES et al., 2005).

Os primeiros estudos datam de 1954, quando diversos peptideos relacionados a
bradicinina, foram identificados em venenos de diferentes espécies de vespas. O processo
inflamatorio e doloroso, decorrente da picada desses insetos deve-se, pelo menos em parte, a
acdo desses peptideos alternando a permeabilidade vascular e a sua acao ativando neurénios
nociceptivos (GRIESBACHER et al., 1998). Entretanto, além das bradicininas, um grande
nimero de outras substancias também participa da sintomatologia observada. Os venenos de
vespas sdo também constituidos de aminas biogénicas (histamina, serotonina, dopamina e
noradrenalina), de peptideos policationicos biologicamente ativos (mastoparanos e peptideos
quimiotaticos) e de enzimas como a hialuronidase e fosfolipases (GRIESBACHER et al.,

1998; DE SOUZA et al., 2005; CHEN et al., 20006).
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Peptideos policatidnicos geralmente contém de 12 a 50 residuos de aminoécidos e
uma rede de cargas positivas de +2 a +7 devido ao excesso de residuos de aminoacidos; os
residuos hidrofobicos representam mais que 50% da sua sequéncia de aminoécidos (DE
SOUZA et al., 2005). Peptideos desgranuladores de mastocitos (MCD) ou mastoparanos e
peptideos quimiotacticos estdo entre os componentes majoritarios encontrados em venenos
de vespas (HO et al., 2001).

Os mastoparanos sao tetradecapeptideos aminados capazes de liberar histamina do
interior de mastocitos, serotonina de plaquetas, catecolaminas e acido adenilico de células
cromafins das adrenais, além de causar exocitose em células pituitrias e células f
pancreaticas (NAKAJIMA et al., 1985).

O segundo grupo mais importante de peptideos biologicamente ativos em venenos de
insetos sdo os peptideos quimiotaxicos. Sao tridecapeptideos que apresentam muitos residuos
de aminodacidos hidrofobicos e geralmente um Unico residuo bésico. Estes peptideos atraem
macrofagos e leucocitos polimorfonucleares ao redor da regido da picada. Dependendo da
sua sequéncia primaria, esses peptideos podem causar hemolise e exibir fraca atividade na
desgranulagdo de mastdcitos (DE SOUZA et al., 2005).

Hanson et al. (1974),observaram pela primeira vez o efeito anti-inflamatorio de
peptideos desgranuladores de mastocitos (MCD). A inibicao de edema de pata induzido por
carragenina por um MCD isolado do veneno de abelhas foi 100 vezes mais efetiva que o
corticosterdide hidrocortisona. Outro peptideo desgranulador de mastécitos, na dose de
Img/kg foi capaz de inibir o extravasamento de azul de Evans (BANKS et al., 1976) e inibir
87% do edema de pata induzido por carragenina (MARTIN; HARTTER, 1980), sendo
considerado um inibidor da sintese de prostaglandinas. Esses peptideos quando
administrados em pequenas doses, demonstraram efeitos inflamatorios por induzir a
liberagao de histamina (BANKS et al., 1976; BUKU, 1999).

Trés novos peptideos do tipo mastoparanos foram identificados do veneno de
Protopolybia exigua, caracterizados como moduladores da desgranulagdo de mastocitos por
interacdo com receptores ligados a proteina G (MENDES et al., 2005). Foram identificados
também um novo mastoparano e peptideos quimiotdxicos em Agelaia pallipes pallipes
(MENDES et al., 2004). Novos peptideos inflamatdrios foram descritos do veneno de
Polybia paulista, apresentando acetilacao na por¢ao N-terminal, responsavel pela modulacao
da quimiotaxia de células polimorfonucleares, desgranulacdo de mastocitos, liberagao de
histamina, citolise de eritrocitos e atividade antimicrobiana (RIBEIRO et al., 2004; DE

SOUZA et al., 2005).
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Além dos estudos com venenos de vespas, substincias isoladas dos venenos de
abelhas e formigas induzem nocicep¢do, antinocicep¢do e inflamag¢do (CUI et al., 2008;
KWON et al., 2001;MATUSZEK et al., 1992; SCHMIDT et al., 1986).

Neste sentido, Li & Chen (2004) demonstraram que a melitina, a substancia toxica
majoritaria do veneno de Apis mellifera, injetado em uma das patas dos ratos, induz
hiperalgesia (aumento da sensibilidade dolorosa) e alodinia (dor em resposta a um estimulo
tactil) nesses animais. Ainda, esta substancia induziu extravasamento plasmatico e sudorese
na pata dos ratos. Estudos eletrofisiologicos demonstraram que a melitina, injetada na regiao
subcutanea, promoveu aumento de disparos espontaneos de neurdnios da medula espinhal
(LI; CHEN, 2004).

Nesse sentindo, diversos trabalhos de Kwon e colaboradores (2006) apontam para o
efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do veneno bruto de espécies de abelha em diversos
modelos de sensibilidade dolorosa, tais como teste da formalina e dor visceral induzida por
injecdes de acido acético na cavidade peritoneal de camundongos.

Ainda, Mortari et al., 2007, demonstraram que um peptideo neuroativo isolado do
veneno da vespa social da espécie Polybia occidentalis, injetado por via
intracerebroventricular, apresenta efeito antinociceptivo, avaliado em dois testes de
sensibilidade dolorosa, o modelo da placa quente e retirada da cauda(tail-flick). Este efeito
foi duas vezes mais potente que a morfina, droga analgésica usualmente utilizada na clinica
médica.

O melhor entendimento nos efeitos e/ou mecanismos envolvidos nas atividades de
substancias isoladas dos venenos de insetos, pode vir a contribuir para a utilizacdo destas
substancias como ferramentas para a compreensdo da inflamacdo e dor e/ou para o

desenvolvimento de novas drogas para utilizagdo na clinica médica.

1.5. p-feniletilamina (2-FEA)

A 2-FEA ¢ um vestigio de amina enddgena identificada no cérebro de mamiferos, tais
como roedores (BOULTON et al., 1990; PATERSON et al., 1990), ovelhas (REYNOLDS et
al., 1980) e humanos (PHILIPS et al., 1978). Foi revelado através de estudos bioquimicos,
que as regides mais abundantes em 2-FEA sdo nas estruturas putdmicas mesolimbicas e
caudais do cérebro (PATERSON et al., 1990; PHILIPS et al., 1978; REYNOLDS et al, 1980).
A facilidade com que a 2-FEA, um neuromodulador soltivel em lipidio (SZABO et al., 2001),

atravessa a barreira hemato-encefalica, faz com que esta substincia seja acumulada
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rapidamente no cérebro (TOCCO et al., 1985). Boulton (1978) e Niddam (1985) designaram a
B-feniletilamina e outros residuos de amina de neuromoduladores que atuam como
co-transmissores na neurotransmissao catecolaminérgica.

Dados experimentais in vivo € in vitro mostraram que a 2-FEA interage com sistemas
monoaminérgicos (BUNZOW et al., 2001) e atua fortemente na liberagdo de norepinefrina no
sistema nervoso central (BRAESTRUP;RANDRUP, 1978). E farmacologicamente ativa na
indugdo de um comportamento caracteristico, em regimes que visam a perda de peso € no
aumento da atividade motora geral (MOSNAIM et al., 2014; NYAKAS et al., 1992). Além
disso, possui impacto em doengas como déficit de atengdo, na depressdo e na esquizofrenia
(IRSFELD et al., 2014).

Como mencionado anteriormente, o veneno da vespa Polybia paulista ¢ composta por
varias substancias biologicamente ativas, e dentre essas substincias citamos a 2-FEA. Esse
composto ¢ encontrado no veneno da Polybia paulista é similar as anfetaminas, que estdo
entre as drogas de abuso mais comuns. Este tipo de droga promove uma sensagao de “poder”
ao usuario que passa da euforia a depressdo instantaneamente apods o efeito da droga acabar
(POGORELOV et al., 2007)

Sao poucos os trabalhos da literatura que mostram que as anfetaminas produzem efeito
antinociceptivo. Matsuoka e colaboradores (1993) relataram que este efeito antinociceptivo €
mediado por receptores a-2-adrenérgicos. Além disso, foi demonstrado pelos mesmos autores
que o efeito antinociceptivo envolve a participacdo de serotonina enddgena, norepinefrina e
opioides endogenos (MATSUOKA et al., 1988).

Apesar da existéncia destes trabalhos, ndo foi, at¢ o momento, estudado e
caracterizado o efeito e a fun¢do da 2-FEA presente no veneno da vespa Polybia paulista em

animais de laboratorio.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o efeito sobre a atividade geral, analgésica/ hiperalgésica, anti-inflamatoria ou
inflamatéria da substancia B-feniletilamina (2-FEA) isolada do veneno de vespa Polybia
paulista, com o intuito de selecionar uma molécula com atividade farmacologica. Espera-se
também, através desta caracterizacdo da 2-FEA presente no veneno, realizada pela primeira
vez nesta dimensdo de proposta, contribuir para o melhor entendimento da composi¢ao do

veneno e dos mecanismos envolvidos no envenenamento.

2.1. Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito hiperalgésico, analgésico ou inflamatorio/anti-inflamatério da 2-FEA
em modelo de avaliagdo da sensibilidade dolorosa;
e Avaliar a atividade geral dos animais administrados com a 2-FEA;

e Avaliar se a 2-FEA interfere com a reatividade da traqueia e da artéria femoral.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencdo e extrac¢do dos venenos

O veneno foi extraido de vespas da espécie Polybia paulista, cujos ninhos foram
coletados na regido de Rio Claro, Estado de Sao Paulo, Brasil.

Os reservatérios de veneno foram extraidos manualmente com auxilio de pingas de
ponta fina. Depois de extraidos, os reservatérios foram comprimidos com auxilio de um
bastao de vidro com ponta arredondada. Em seguida, este material foi centrifugado em uma
micro centrifuga de alta rotagio MSE (SANYO) a 8000 rpm por 10 minutos, em presenga de
solugdo de Acetonitrila (MALLINCKRODT) 60% e 0.1% de TFA (acido trifluoroacético)
(CARLO ERBA REAGENTI); o sedimento foi descartado. O sobrenadante foi filtrado em
filtro hidrofobico de acetato-celulose 0,45 um (ADVANTEC) e em seguida, liofilizado em
liofilizador MLW (LGA 05) (HETO) acoplado a um concentrador de amostras a vacuo
(HETO) e mantido a -20°C até ser utilizado,

3.2. Purificagdo da 2-FEA

Para a purificacdo da B-feniletilamina proveniente da sintese manual realizado pela
empresa SIGMA-ALDRICH, foi utilizado um sistema de HPLC Shimadzu modelo LC-10AD,
equipado com detector de luz ultravioleta do tipo arranjo de diodos modelo SPD-10A,
constituido por duas bombas LC-10AD (bombas A e B), com injetor Rheodyne modelo 77251
com “loop” de 0,5 mL, um sistema controlador Shimadzu (modelo CBM-10A) e coluna
semipreparativa C-18 10x250mm (SHISEIDO). Para a fase moével, foram utilizados dois
solventes, A (acetonitrila 100% (MALLINCKRODT) contendo 0,1% TFA (v/v)) e B (agua,
contendo 0,1% TFA (v/v)).

3.3 Atividades farmacologicas

3.3.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos pesando entre 18-21g fornecidos pelo
Biotério Central da UNESP-Campus Botucatu. Os animais foram mantidos com 4gua e ragao
ad libitum em uma sala apropriada com temperatura ambiente de 20 + 3°C e ciclo claro/escuro

(12:12 h). O uso dos animais foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
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da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho-Unesp-Rio Claro (Protocolo 2732)

e obedeceu as normas propostas pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP).

3.3.2 Avaliagdo da atividade geral dos animais analisada no modelo do Campo Aberto

Este teste foi realizado utilizando diversas doses de 2-FEA (0,1, 0,5, 1,0, 5,0, 10, 25,
40, 50, 75 e 100 mg/kg), administrado pela via intraperitoneal, comparando os resultados
obtidos com o grupo controle constituidos por animais que receberam salina (controles).
Desta maneira, foi determinada a dose, tempo e via de administragdo que ndo induzia
alteracdo na atividade geral dos animais para os estudos subsequentes sobre as atividades
antinociceptiva ou anti-inflamatoria.

Para a avaliagdo da atividade geral dos ratos foi utilizado o método do Campo Aberto.
O campo aberto consiste em uma arena de cartolina plastificada, com formato cilindrico. O
corpo do cilindro tem 40 cm de altura e base circular de 40 cm de diametro, pintada de
branco.

O chao da arena ¢ subdividido em 25 regides aproximadamente iguais, demarcadas por
3 circunferéncias concéntricas, intersectadas por segmentos de retas radiais.

Os animais foram colocados individualmente na arena e observados por um periodo de
trés minutos. Os parametros avaliados foram:

a) frequéncia de locomoc¢ao (LO): cada unidade de medida corresponde ao ato de o
animal penetrar, com as 4 patas, em uma das divisdes do chao da arena;

b) frequéncia de levantamento (LE): cada unidade de medida corresponde a postura de
o animal permanecer apoiado somente nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao
chdo, tendo a cabeca dirigida para cima e tocando, ou ndo, com as patas anteriores, as paredes

do campo aberto.

3.3.3 Avaliacdo da sensibilidade dolorosa

Foi utilizado o teste do Von Frey eletronico, bem como o paquimetro para determinar
o efeito anti-inflamatério (descrito no item a seguir). Os animais foram colocados em gaiolas
plasticas, com fundo de arame, para permitir acesso as patas. Neste experimento, uma medida
de pressdo eletronica foi mensurada através de um transdutor de pressdao adaptado por um
cabo a um contador digital de forca (em gramas). A precisao do aparelho ¢ de 0,1 g e o

aparelho foi calibrado para registrar uma for¢ca maxima de 150 g, mantendo a precisao de 0,1
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g até a forca de 80 g (Insight Equipamentos Ltda., Ribeirdo Preto, SP, BRA). O contato do
transdutor de pressdo a pata ¢ realizado através de uma ponteira descartavel de polipropileno
adaptada. Uma for¢a perpendicular crescente foi aplicada na area central da superficie plantar
do membro posterior dos animais, para indug¢ao da flexao dorsal da articulagdo tibio-tarsica,
seguida da retirada da pata. O aparelho de medida de pressdao eletronica registra
automaticamente a intensidade da forca aplicada quando o membro foi retirado. O teste foi
repetido até que se obtivessem trés medidas subsequentes, de tal forma que a variagdo entre as
medidas nao fossem maiores que 1 g. Os animais foram submetidos ao von Frey em diversos
tempos apos a administracdo, por via intraplantar, dos peptideos e carragenina (controle
positivo). Os animais foram submetidos ao von Frey apds a administracio de 2-FEA,

carragenina e salina.

3.3.4 Avaliagdo do efeito inflamatorio ou edematogénico

Foi avaliado o efeito edematogénico da 2-FEA. Os animais receberam uma aplicagao
intraplantar (em uma das patas) de 2-FEA, carragenina 1%, ou veiculos (controles). O volume
da pata foram realizadas nos tempos zero (imediatamente apds as inje¢cdes do 2-FEA ou
carragenina) e em diversos tempos, utilizando um Paquimetro digital marca Mitutoyo®
(Cdédigo 500-196-20B) de especificagao 0-150X0,01 mm paquimetro (modelo CD-6""CSX-B,
Mitutoyo Sul Americana Ltda).

O aumento percentual do volume das patas foi calculado através da expressao:
A (%)= (VI-Vi)x 100/Vi

Onde: A (%) = aumento percentual do volume da pata;
Vi = volume inicial da pata;

Vf=volume da pata ap6s a injecdo do 2-FEA, carragenina ou veiculo

(controle).

O resultado final foi obtido subtraindo-se os valores controles (animais injetados com

veiculo) dos valores testes (animais injetados com o 2-FEA).

3.3.5 Andlise da atividade contratil de tecido isolado - reatividade da traqueia

O objetivo deste teste foi verificar se o 2-FEA era capaz de alterar a resposta contratil

da traqueia frente a realizacdo de curva concentragdo efeito da metacolina (agonista
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colinérgico). Dados da literatura mostram que drogas tipo anfetamina promovem euforia
seguida de relaxamento da musculatura (MATSUOKA et al., 1993). Este teste da reatividade
da traqueia foi realizado em colaboragdao com o Prof. Dr. Wothan Tavares de Lima ¢ a
pesquisadora Dra. Adriana Lino, do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

As traqueias foram devidamente separadas e colocadas individualmente em placas de
cultura celular em meio de cultura DMEN (1mL). Foi adicionado 50ug de 2-FEA em cada
poco. As placas foram colocadas em estufa de CO; por 1 hora. As porcdes de traqueia foram
colocadas no aparelho POWERLAB sob uma tensdo inicial de 500mg. Apods esta
estabilizacdo foi realizada a curva concentracdo-efeito obtidas pelo método das doses

cumulativas (VAN ROSSUM, 1963).

3.3.6 Andlise da atividade contratil de tecido isolado — artéria femoral

O objetivo deste teste foi realizar curva dose resposta em musculo liso vascular (artéria
femoral) e avaliar o efeito do 2-FEA nesta musculatura. Foi avaliada a atividade contratil
através da utilizacdo de agonistas contrateis, dentre os quais citamos a a-1 fenilefrina,
serotonina, ¢ um andlogo do tromboxano A2 (U46619). Foram testados também
bloqueadores, dentre eles o [ propanolol, a a-1 prazosina e a a-1 e a-2 fentolamina. Os
experimentos foram realizados em colaboragdo com os docentes e pesquisadores Prof. Dr.
Edson Antunes, Prof. Dra. Maria Andréia Delbin e Profa. Dra. Fabiola Zakia Taufic Monica,
no Departamento de Farmacologia — FCM da Universidade Estadual de Campinas.

Primeiramente as artérias femorais dos camundongos foram retiradas em anéis,
lavadas e isoladas. Em seguida elas foram, individualmente, trespassadas por dois fios de
tungsténio de aproximadamente 20um e inseridas em pocos, com solu¢do de Krebs,
carbogénio (95% de O, e 5% de CO,), além de manter o sistema todo a 37°C. Apods a
estabilizacdo dos tecidos em seus respectivos pogos, foram acrescentadas a solucdo de 2-
FEA 10"M (100mg/kg) e dos agonistas sob uma tensdo inicial de 4mN, que ao decorrer do

tempo, geraram uma curva de contracao em resposta a 2-FEA e aos agonistas.
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4 ANALISE ESTATISTICA

Para os experimentos realizados no Campo Aberto, no von Frey eletronico e no
paquimetro digital, os resultados foram expressos como média =+ SEM. Os dados referentes
aos tratamentos foram estatisticamente examinados utilizando ANOVA de duas vias, seguida
por meio de andlise de varidncia associada ao teste de Tukey (p< 0,05) (KLEIBAUM et al,
1998).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade Geral - Campo aberto

Nos animais tratados com 2-FEA foi observado que doses elevadas (10, 25, 40, 50 75
e 100 mg/kg) desse composto promovem diminui¢ao significativa da atividade de locomogao
dos animais, quando comparados aos animais controles tratados com salina. Os resultados
mostraram também que as doses de 0,1, 0,5, 1 e 5 mg/kg de 2-FEA induzem diminui¢ao da
atividade de locomogao dos animais quando comparados aos animais controles tratados com
salina e dos animais tratados com 100 mg/kg de 2-FEA (Figura 1A). Apesar da auséncia de
significancia entre as doses mais elevadas (a partir de 10 mg/kg até 100 mg/kg), os resultados
mostraram que tais doses induzem maior diminui¢do da locomog¢ao. Nao houve diferenca
significativa da frequéncia de levantamento dos animais tratados com 2-FEA,
independentemente das doses utilizadas, com o grupo salina (Figura 1B).

Dados da literatura mostram que ocorre uma diminui¢do significativa da atividade
geral em ratos quando administrados com 2-FEA na dose de 0,5 mg/kg (NYAKAS, 1991). A
reducdo da atividade geral dos animais foi idade-dependente. Estes resultados foram obtidos
utilizando ratos como modelo animal, bem como o campo aberto diferentemente do presente
em nosso laboratorio, de 45 cm de didmetro e com aproximadamente 25 quadrantes, era
retangular e reduzido (20 x 20 x 30 cm) (NYAKAS, 1991). E importante ressaltar que mesmo
com as diferencas de protocolo utilizados pelo nosso trabalho e o de Nyakas e colaboradores,
nossos resultados corroboram com os dados da literatura que mostram que doses mais baixas
de 0,1, 0,5, 1 e 5 mg/kg de 2-FEA induzem diminuicao da atividade de locomocao dos

animais quando comparados aos animais controles tratados com salina.
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Figura 1 — Efeito do tratamento com 2-FEA (B-feniletilamina) em diferentes doses e
tempo, sobre a atividade motora geral dos camundongos. O efeito sobre a atividade
motora geral foi avaliado através das frequéncias de locomogao (A) e levantamento (B) dos
animais no campo aberto. As medidas nas doses de 50mg/kg e 75 mg/kg foram realizadas 15
minutos apds a administracdo do 2-FEA, ja nas doses de 0,1 mg/kg, 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 5
mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg, 40 mg/kg e 100 mg/kg, as medidas foram realizadas 10 minutos
ap6s a mesma. O grupo experimental foi composto por animais administrados com 2-FEA via
intraperitoneal (i.p.). Em todas as doses, o grupo controle foi composto por animais injetados
com solucdo salina (S). * representa diferenca entre o grupo de animais 2-FEA em relagdo ao
grupo salina. ** representa a diferen¢a entre os animais do grupo 2-FEA. Os resultados foram

expressos como média =SEM de 10 animais por grupo. *p<0,001 em relagdo ao grupo salina
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5.2 Dor e edema — von Frey eletronico e paquimetro digital

Dados da literatura apontavam para a atividade antinociceptiva da dose de 50mg/kg de
2-FEA (MATSUOKA, 1988). Portanto, esta dose foi a escolhida para a avaliacdo da possivel
atividade analgésica do 2-FEA sintetizado a partir do veneno de Polybia paulista no teste do
von Frey eletronico. Nossos resultados mostraram que o 2-FEA per se ndo foi capaz de
induzir antinocicep¢do, nem hipernocicepgao, uma vez que nao houve diferenca significativa
entre os animais tratados com Salina + 2-FEA e Salina + Salina (controle). Ainda, a 2-FEA
(50 mg/kg) na presenga de agente flogistico, induzindo um processo inflamatorio
(carragenina, Cg), ndo foi capaz de reverter a hipernocicep¢do induzida pela carragenina
(Figura 2A).

Em relacdo a atividade edematogénica, foi demonstrado que 2-FEA per se nao foi
capaz de induzir inflamagdo, uma vez que uma vez que nao houve diferenga significativa
entre os animais tratados com Salina + 2-FEA e Salina + Salina (controle). Ainda, a 2-FEA na
dose de 50 mg/kg na presenga de agente flogistico induzindo um processo inflamatorio
(carragenina, Cg) ndo foi capaz de reverter este fendmeno induzida pela carragenina (Figura
2B).

Além da dose de 50m/kg, foi testada a dose de 100mg/kg, uma vez que esta foi a
maior dose que promoveu a reducdo da atividade geral dos animais. Uma vez que o teste do
Von Frey eletronico elicita uma resposta motora tornou-se necessario avaliar se a diminui¢ao
na atividade geral dos animais alterava a resposta no teste do Von Frey. Os resultados
mostraram que o 2-FEA per se ndo foi capaz de induzir antinocicep¢ao, nem hipernocicep¢ao.
Ainda, a 2-FEA (na dose de 100 mg/kg) na presenca de agente flogistico induzindo um
processo inflamatorio (carragenina, Cg) ndo foi capaz de reverter a hipernocicep¢ao induzida
pela carragenina (Figura 3A). Em relagdo a atividade edematogénica, foi demonstrado que 2-
FEA per se nao foi capaz de induzir inflamacdo, e ndo foi capaz de reverter este fendomeno
induzida pela carragenina (Figura 3B).

Dados da literatura sugerem que a 2-FEA possui atividade antinociceptiva que envolve
a participagdo de serotonina endogena e peptideos opidides. Além disso, a 2-FEA induz
liberacdo de norepinefrina no sistema nervoso central (SNC) que pode atuar na nocicepgao
(MATSUOKA, 1988). Porém, nas nossas condi¢des experimentais ensaiadas, estes efeitos

ndo foram observados.
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Figura 2 — Efeito do tratamento com 2-FEA (B-feniletilamina) em diferentes doses e
tempo, sobre o efeito hiperalgésico/analgésico e inflamatorio/anti-inflamatorio em

camundongos. O efeito sobre o efeito hiperalgésico/analgésico e inflamatério/anti-
inflamatoério foi avaliado através da intensidade de hipernocicepgao (A) e aumento do volume
da pata (B), respectivamente. As medidas foram realizadas em diferentes tempos (15 e 45
minutos) na dose de 50mg/kg, a carragenina (Cg) foi administrada por via intraplantar (i.pl.),
a 2-FEA foi administrada por via intraperitoneal (i.p.) e via i.pl. O grupo controle foi
composto por animais injetados com solu¢do salina (S) administrada por via i.p. e i.pl. Os
resultados foram expressos como média £SEM de 10 animais por grupo. *p<0,001 em relagao

ao grupo salina (S) e # p<0,001 em relacao ao grupo salina + 2-FEA.
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Figura 3 — Efeito do tratamento com 2-FEA (B-feniletilamina) em diferentes doses e
tempo, sobre o efeito hiperalgésico/analgésico e inflamatorio/anti-inflamatorio em
camundongos. O efeito sobre a atividade hiperalgésica/analgésica e inflamatoria/anti-
inflamatoéria foi avaliado através da intensidade de hipernocicepgao (A) e aumento do volume
da pata (B), respectivamente. As medidas foram realizadas em diferentes tempos (15 e 180
minutos) na dose de 100mg/kg, a carragenina (Cg) foi administrada por via intraplantar (i.pl.),
a 2-FEA foi administrada por via intraperitoneal (i.p.) e via i.pl. O grupo controle foi
composto por animais injetados com solugdo salina (S) administrada por via i.p. e i.pl. Os
resultados foram expressos como média £SEM de 10 animais por grupo. *p<0,001 em relagao

ao grupo salina (S).
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Elaborado pelo autor.
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Elaborado pelo autor.
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5.3 Reatividade da traqueia e artéria femoral

A dose de 50mg/kg de 2-FEA nao interferiu com a reatividade da traqueia, uma vez
que apresentou curva semelhante a da metacolina (Figura 4).

Uma vez que ndo houve reatividade observada em musculatura das vias aéreas,
investigamos o efeito desta substancia em musculatura vascular. Nossos resultados mostraram
que o tecido estava viavel (Tabela 1). Ainda, a reatividade do 2-FEA quando comparado com
diferentes agonistas mostrou que a contra¢do da artéria induzida por este composto iniciou-se
entre as concentra¢des de 10* ¢ 10° M sendo que a dos agonistas foi na faixa de 10” até
10 M; portanto, a 2-FEA nfo se apresenta como um potente indutor da contracdo da artéria
femoral. O analogo do tromboxano A2 foi o que apresentou maior efeito contratil (agonista
mais potente). Cabe ressaltar que a contracdo maxima da 2-FEA foi de 2,9mN/mm + 0,6
quando comparado a contragdo do analogo do tromboxano A, que foi de 4,2mN/mm =+ 0,8
(Figura 5A).

Ap6s avaliar o efeito da 2-FEA comparando-o com o de agonistas contrateis, foi
avaliado o efeito de diferentes antagonistas de receptores especificos. A 2-FEA em conjunto
do propranolol, foi capaz de promover maior contragdo, da ordem de 5,1 mN/mm, indicando
uma possivel participa¢do dos receptores B neste efeito contratil. Ainda, a 2-FEA em conjunto
com a prazosina, antagonista de receptor a-1, foi capaz de causar contracdo do tecido vascular
mostrando a possivel participacdo deste receptor nesta agdo. Por outro lado, a fentolamina, um
receptor nao especifico de a-1 e a-2, foi capaz de causar o menor nivel de contracdo em
relagcdo a 2-FEA per se, de 3,1mN/mm para 1,7mN/mm (Figura 5B).

A ativagdo dos receptores a- e B-adrenérgicos por catecolaminas desencadeia uma
série de respostas funcionais no sistema cardiovascular, que inclui respostas cronotropicas
positivas e controle do tonus vascular (DELBIN, 2012). A vasoconstricdo mediada pelos
receptores a-adrenérgicos tem sido estudada com mais profundidade do que a vasodilatagao
mediada pelos receptores B-adrenérgicos (DELBIN, 2012). Essas relacdes entre os efeitos da
2-FEA com os diferentes subtipos de receptores adrenérgicos tornam-se importantes para uma
melhor caracterizacdo dos mecanismos de acdo desse composto. Em conjunto com os
antagonistas e agonistas de receptores a- e P-adrenérgicos, diferentes niveis de contracao
foram observados, indicando, possivelmente, que a 2-FEA possui a¢do nos dois receptores o-
e P-adrenérgicos. Embora a andlise dos perfis das figuras 5SA e 5B demonstre que a 2-FEA
pode atuar tanto em receptores o € B, ainda € precoce concluirmos a exata acao farmacoldgica

que essa anfetamina promove na artéria femoral.
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Figura 4 — Efeito da p-feniletilamina na reatividade da traqueia. O efeito sobre a
reatividade da traqueia foi avaliado através da tensdao (g/100mg de tecido) e da concentragdo
de droga (-Log [M] metacolina) com que o anel de traqueia reagiu a 2-FEA. A curva foi
realizada na dose de 100mg/kg. Foi feita a comparagdo da curva da resposta a 2-FEA com a

curva basal, em resposta a metacolina.
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Elaborado por Dra. Adriana Lino.

Tabela 1 — Dados gerais da artéria femoral e da tensdo inicial do midgrafo, bem como a

viabilidade do tecido, representado pelos valores em resposta ao KCI.

Controle (n =7)

Peso (g) 36,022

Diametro artéria femoral 305,0+ 13,0
Tensao basal (mN) 44+0,3
Contracao ao KCI 80 mM (mN/mm) 45+0,7

Elaborado por Dra. Adriana Lino.
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Figura 5 — Efeito do tratamento com 2-FEA (p-feniletilamina) e diferentes agonistas e
bloqueadores na contracdo da artéria femoral de camundongos. Cada curva representa
um anel de artéria femoral, isolado do camundongo e devidamente preparado no miografo. Os
valores maximos de contragdo para cada tratamento estdo representados por Eyax. O efeito
sobre a contragdo da artéria femoral foi avaliado através da comparagdo das respostas
contrateis dos agonistas serotonina, fenilefrina e andlogo do tromboxano A2 (U46619) (A) e
dos bloqueadores propanol, prazosina e fentolamina (B), respectivamente. As curvas foram

realizadas na dose de 100mg/kg de 2-FEA.
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Elaborado por Profa. Dra. Maria Andreia Delbin.
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B FEA (n=7)
ECs: 3.23 + 0.05
5- Eune 2.9 + 0.6

A FEA+PROPRANOLOL 100mM (n=7)
ECs: 3.20 = 0.08
Ence 5.1 = 0.6**
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Elaborado por Profa. Dra. Maria Andreia Delbin.
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6 CONCLUSAO

Matsuoka e colaboradores demonstraram que a B-feniletilamina (2-FEA) apresenta
efeito analgésico em vasos deferentes isolados (MATSUOKA, 1988, 1993). Essa condi¢do de
agente analgésico nao foi observada no modelo de hiperalgesia pelo método do von Frey
eletronico. Uma possivel atividade anti-inflamatoria também foi experimentada através da
medida de edema na pata dos camundongos, entretanto, a andlise dos resultados nao
corroborou essa possibilidade.

Ainda, segundo a literatura, a 2-FEA interfere na atividade geral de ratos no campo
aberto (POGORELOV et al.,, 2007, NYAKAS et al., 1991). A analise dos resultados
referentes a atividade geral dos camundongos mostrou uma relacdo de dose-dependéncia.
Assim, conforme as doses foram aumentando, principalmente a locomog¢do dos animais
diminuiu, sendo que o levantamento nio sofreu grandes aumentos ou reducdes.

A literatura ainda relata que compostos da familia das anfetaminas como a 2-FEA
induzem um comportamento de euforia seguido de um relaxamento da musculatura
(MATSUOKA, 1993). A 2-FEA per se ndo induziu alteragdes na reatividade das vias aéreas,
embora tenha provocado contragdes em artérias femorais. Além disso, quando combinada a
diferentes antagonistas especificos — a e  adrenérgicos — a 2-FEA mostrou uma plasticidade
no potencial contratil, apresentando tanto baixos como altos niveis de contragdo. As
incertezas sob qual via farmacoldgica essas contragdes atuam, permitem um estudo mais
aprofundado na compreensdo dos mecanismos aqui apresentados.

As atividades descritas para este composto sugerem papel na auto-defesa de vespas
sociais contra predadores (na maior parte dos casos vertebrados), potencializando o panico,
desorientagdo, taquicardia, entre outros efeitos. Estas acdes somadas ao conjunto de outras
acOes observadas para as diversas substincias presentes no veneno bruto de Polybia paulista
causam um grande desconforto fisico as vitimas de ferroadas compondo a chamada “defesa
mneumonica”, fazendo com que muitas pessoas e animais desenvolvam uma fobia
incontrolavel a estes insetos.

Concluindo, apesar dos comportamentos observados em resposta as diferentes doses e
concentragdes da 2-FEA e em diferentes modelos experimentais, ndo se pode afirmar que
esses resultados sdo concretos ao observarmos os casos mais comuns por ferroadas na

natureza, onde a propria dose de veneno bruto € baixa.
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