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RESUMO

Consideraveis esforgos estdo sendo feitos no sentido de isolar e identificar
compostos neuroativos presentes em secrecdes de Artropodes, resultando na
descoberta de muitos peptideos e moléculas pequenas com agao bloqueadora de
receptores de glutamato e/ou canais de calcio. Tendo isso em vista, a secrecao
de muitos desses animais tornaram-se ferramentas uteis para os estudos
fisiolégicos de diversas fungdes neurais, e muitos dos compostos neurotoxicos
produzidos por suas secregdes agressivas/defensivas podem se tornar modelos
estruturais e funcionais para o desenvolvimento racional de agentes
neuroprotetores para diversas desordens neurolégicas. Assim, os venenos das
vespas Agelaia pallipes pallipes, Agelaia vicina e Polybia paulista foram
fracionados em HPLC, e as fra¢cdes puras, mais abundantes, foram investigadas
por espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear para elucidagao
estrutural das mesmas; e posteriormente, estas fragcbes foram submetidas a
diversos ensaios para a determinagdo de suas atividades bioldgicas,
principalmente  daquelas  atividades relacionadas a  neurotoxicidade/
neuroprotegdo, tanto em artropodes como em mamiferos. Através desta
abordagem foi possivel identificar alguns dos compostos de baixas massas
moleculares mais abundantes nos venenos das vespas sociais citadas acima,
como a Histamina, a Serotonina, que sdo comuns a todos estes venenos e
possuem como principal fungdo, a potencializagdo da dor e inflamagao, além de
outros efeitos no SNC de vertebrados. Também foi isolado um novo tripeptideo de
sequéncia Gly-Leu-Leu-OH a partir do veneno da vespa A. vicina, cuja fungéo
ainda ndo € conhecida e a sintese e ensaios biol6gicos do mesmo serao
realizados em algumas ramificacbes dessa tese. A partir do veneno da vespa P.
paulista foi isolada 2-feniletilamina, um composto do tipo anfetamina, cuja
ocorréncia €& pouco frequente em venenos animais e, que possui efeitos
estimulatérios no SNC, principalmente relacionados a neurotransmisséo
dopaminérgica, apresentando efeitos de paralisia em abelhas africanizadas,
provavelmente, por hiper-excitagdo no SNC desses organismos. Também foram
observados efeitos de reducdo de locomogcdo e levantamento avaliados em
campo aberto em ratos. Também foi isolado e caracterizado um novo composto a
partir do veneno de P. paulista, denominado de 2,3,4-trihidroxi-5-(hidroximetil)

tetrahidro-2H-pyran-1-il 3-(1H-imidazolil) propanimidato, ou Polybiosideo, que atua



no hipotalamo, hipocampo, nucleo septal lateral, nudcleo paraventricular do
hipotalamo e cortex motor do cérebro de ratos, sendo que algumas dessas areas
podem estar relacionadas aos mecanismos de respostas ao estresse e
ansiedade. Nestas regides, o sitio de agao parece estar associado aos receptores
de glutamato dos sub-tipos AMPA-Gluryz e NMDA-R;. Os ensaios de
eletrofisiologia dos efeitos de Polybiosideo sobre neurbnios hipocampais da
regiao CA1, sugerem um carater neuroprotetor para esse composto. Os
resultados obtidos no presente trabalho indicam que o Polybiosideo liga-se aos
receptores de glutamato do subtipo NMDA. O Polybiosideo tem grande potencial
de se tornar um bom modelo de drogas anti-epilépticas, enfatizando a importancia

de estudos como os realizados até agora.

Palavras-chave: Venenos de vespas sociais, Espectrometria de massas,

Ressonancia magnética nulear, Ensaios de neuroatividade, Metabolémica.



ABSTRACT

Considerable research efforts have been mounted to isolate and identify
neuroactive compounds in Arthropods secretions, resulting in the discovery of
many peptides and small molecules which block glutamate receptors and/or
calcium channels. Thus, the secretion of many of these animals proved to be
useful tools for physiological studies of neuronal function, and several of the
neurotoxic compounds produced by their defensive/aggressive secretions may
become structural and functional models for the rational development of
neuroprotective agents for different neurological disorders. Thus, the venoms of
Agelaia pallipes pallipes, Agelaia vicina e Polybia paulista were fractionated in a
HPLC system, and the most abundant and pure fractions were investigated by
Mass Spectrometry and Nuclear Magnetic Resonance for structural elucidation,
and then, these compounds were assayed for biological activity determination,
focusing the neuronal activities for these compounds, both in Arthropods and
mammals. Considering this approach, it was possible to identify some of the most
low molecular mass compounds in the venoms of the social wasps cited above,
such as: Histamine and Serotonin, which were common to all of these species,
presenting as main function to increase the pain and inflammation, in addition to
other effects in the CNS of vertebrates. It was also isolated from the venom of the
wasp A. vicina a new tripetide which had its sequence determined as Gly-Leu-Leu-
OH, and whose function has not been determined. From the venom of the wasp P.
paulista it was isolated 2-phenylethylamine, an amphetamine-like compound,
whose occurrence is uncommon in animal venoms, and which has stimulatory
effects on the CNS, primarily related to dopaminergic neurotransmission. It caused
effects of paralysis on Africanized bees, probably by hyper-excitability in the CNS
of this organism. We have also observed locomotor activity reduction and lifting in
rats evaluated in open field tests. A new compound from the venom of P. paulista
was also isolated and characterized, which name is 2,3,4-trihydroxy-5-
(hidroxymethyl) tetrahidro-2H-pyran-1-yl 3-(1H-imidazolyl) propanimidate, the
Polybioside, which acts in the hypothalamus, hippocampus, lateral septal nucleus,
paraventricular nucleus of the hypothalamus and motor cortex of rats brains and
some of these areas may be related to response mechanisms to stress and
anxiety. In these brain areas, the site of action appears to be associated with

glutamate receptors of the AMPA-dependent rGlury; and NMDA-R1. Assays of



electrophysiology effects of Polybioside on CA1 region hippocampal neurons,
suggested a neuroprotective character for this compound. These results indicate
that Polybioside binds to glutamatergic NMDA sub type receptors. The possibility
of involving the action mapping of Polybioside by immunohistochemical techniques
and electrophysiological assays helped to characterize the activity in the CNS of
mammals of another chemical compound isolated from the venom of social wasps,
and opens the way for further similar studies. The Polybioside has great potential
to become a good model of anti-epileptic drugs, which makes such

electrophysiology studies very important.

Keywords: Social wasps venoms, Mass spectrometry, Nuclear magnetic

resonance, Neuroactivity assays, Metabolomics.
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de m/z 302,14 Da. Na forma de [M + H]", presente na fragao 1A.

Figura 29: Marcacado da expressdo da proteina c-fos-: fotomicrografia de campo
claro evidenciando células imunoreativas a proteina-fos ap6s a administragéo icv
do Polybiosideo , e uma representacdo esquematica ilustrando as areas que
expressaram fos ap6s a administragéo da toxina. Abreviagbes: PRL- Coértex Pré-

Limbico Pir- Cértex Piriforme. Escalas: 100 uM.

Figura 30: Marcacdo da expressdo da proteina c-fos-: fotomicrografia de campo
claro evidenciando células imunoreativas a proteina-fos apds a administragéo icv
do Polybiosideo, e uma representacdo esquematica ilustrando as areas que
expressaram fos apés a administragcdo da toxina. Abreviagdes: LS- Nucleo Septal

Lateral (Dorsal, intremediario e ventral). Escala: 100 uM.

Figura 31: Marcacdo da expressdo da proteina c-fos-: fotomicrografia de campo
claro evidenciando células imunoreativas a proteina-fos apds a administragéo icv
do Polybiosideo e uma representacdo esquematica ilustrando as areas que
expressaram fos ap6s a administracdo da toxina. Abreviagbes: AH- Area
Hipotalamica; PVH- Nucleo Paraventricular do Hipotalamo; LH- Area Hipotalamica

Lateral; f- férnice; 3V- Terceiro Ventriculo; ox- Quiasma Optico. Escalas: 200 uM.

Figura 32: Marcacdo da expressdo da proteina c-fos-: fotomicrografia de campo
claro evidenciando células imunoreativas a proteina-fos apds a administragéo icv
do Polybiosideo e uma representacdo esquematica ilustrando as areas que
expressaram fos apds a administracéo da toxina. Abreviagdes: CA1- Regiao CA1
do Hipocampo; PoDG- Lamina Polimorfa do Giro Denteado; PVA- Nucleo
Paraventricular Talamico; IMD- Nucleo Intermédio Dorsal do Talamo; CM- Nucleo
Centro Medial; Rh- Nucleo Rombdide; Re- Nucleo Reuniens; CeC- Nucleo Central
da Amigdala, divisdo capsular; DMD- Nucleo Dorsomedial do Hipotalamo.
Escala:100 uM para CeC e DMD e 200uM para CA1/PoDG e PVA/IMD/CM/Rh/Re.

Figura 33: Co-localizagdo da proteina c-fos e marcadores neuronais: GIuR2/3
(figuras A a D); Orexina (figuras E e F); NMDA-R1 (figuras G a J); Tyrosina
Hidroxilase-TH (figuras K e L). Fotomicrografias de campo claro evidenciando a
dupla marcagéo fos/marcadores neuronais (setas pretas). Essa marcacgao (pontos

escuros) € evidenciada nos nucleos tratados com anticorpos especificos: anti-
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GIuR2/3; anti-orexina; anti-NMDA-R1 e anti-TH. A: Nucleo Paraventricular
hipotalamico; B: Detalhe da figura A; C: Area Hipotalamica; D: Detalhe da figura C;
E: Nucleo Paraventricular do Hipotalamo; F: Detalhe da figura E; G: Nucleo
Paraventricular do Hipotalamo; H: Detalhe da figura G; I: Cortex Piriforme; J:
Detalhe da figura |; K: Area Hipotalamica Lateral; L: Detalhe da figura K.
Abreviagbes: 3V- Terceiro Ventriculo; AH- Area Hipotalamica; PVH- Nucleo
Paraventricular do Hipotalamo; Pir- Coértex Piriforme; LH- Area Hipotalamica
Lateral. Escala 25um em B/D/F/H/J/L; 100um em A/C/E/G e 50um em K.

Figura 34: Ampliacdo dos detalhes da figura 33 mostrando esquematicamente as

regides duplamente marcadas na representagéo do centro da figura.

Figura 35: Esquema comparativo ilustrando as areas que expressaram c-fos e
dupla marcacgéo, ap6s administracédo de Polybiosideo. De A a C; Expresséo de c-
fos (vermelho); de D a F: Co-localizagédo da proteina c-fos com receptores Glu2/3
(amarelo) e de NMDA-R1 (de G al).

Figura 36: Representacao das porcentagens de neurdnios duplamente marcados
encontrados nos animais tratados com Polybiosideo. Abreviagdes: Pir- Cortex
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Paraventricular do Hipotalamo; DMD- Nucleo Dorsomedial; HP- Hipocampo; Re-
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Figura 37 A- Rato controle: 60 dias de solugcédo salina peso 200g. Variacdo do
potencial de membrana mostrando a viabilidade dos neurbénios hipocampais em
curva de voltagem x corrente antes e depois do tratamento com 0 — Mg2+ e
aplicagao do Polybiosideo em tecido hipocampal de rato. B - Registro intracelular
do neurbnio na presenca de solugdo de Ringer normal contendo Polybiosideo

(concentracédo 1 uM).

Figura 38: Registro intracelular dos neurdnios hipocampais de CA1 na atividade

espontanea, na auséncia e presenca de Polybioside.
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Figura 39: Registro intracelular de neurdnios hipocampais de CA1 na atividade
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1 INTRODUCAO

Hoje, os produtos naturais s&o, cada vez mais freqientemente, o ponto de
partida para pesquisas de novas drogas. Alguns dos focos dessas pesquisas estao
nos venenos de artrépodes, pois, estes sdo ricas fontes de drogas para o
tratamento de diversas desordens neurologicas (KOBAYASHI et al.,1992).

O gigantesco potencial das moléculas presentes nos venenos de artrépodes ja
esta sendo explorado por varias empresas particulares, como a NPS
Pharmaceuticals Inc. que, em 1993, assinou um contrato com uma agéncia
cientifica de Madagascar para a investigacdo dos usos medicinais de compostos-
lideres extraidos de toxinas encontradas em insetos venenosos e aracnideos
(GARCIA, 1993).

Outro exemplo € a gigante Pfizer, Inc. que assinou um acordo de 50 milhdes de
Délares Americanos com a Neurogen Corp. em 1992 para a pesquisa de drogas
para o tratamento da ansiedade e firmou também, nesse mesmo ano, um acordo
com a Natural Product Sciences, Inc. para a pesquisa de compostos baseados em
venenos de aranhas, com o intuito de desenvolver drogas para terapia de
desordens neuropsiquiatricas e derrames (BERNSTEIN, 1992)

Porém, alguns aspectos devem ser levados em consideracao quando se fala
em quimica de produtos naturais, como a perda de espécies devido as mudancgas
ambientais, pois muitas espécies, além de fundamentais para os ecossistemas,
podem ser a chave para o tratamento de diversas doencgas (HARVEY, 2000). Por
essa razéo, a sintese dos compostos para estudos de atividades biolégicas mais
aprofundadas torna-se fundamental ao se considerar os estudos com produtos
naturais.

Uma curiosidade sobre moléculas orgéanicas produzidas por animais € que
algumas delas podem estar relacionadas, até mesmo, ao isolamento reprodutivo de
algumas espécies, através de estimulos quimicos que podem agir a distancia, o
que, além dos outros isolamentos, pode gerar especiagcdo em diversos grupos.
Como evidéncia deste isolamento quimico pode-se citar as mariposas fémeas, que

logo ao eclodirem podem atrair machos de sua espécie a distancias de centenas
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de metros, além de diversos outros trabalhos sobre a natureza quimica de odores
de atragéo sexual (MAYR, 1977).

Uma fungdo também muito importante dessas moléculas esta relacionada a
defesa quimica. Um dos mais notaveis exemplos de defesa quimica em artrépodes,
descrito por Attygale et al., (1993), é o da pupa do besouro de feijdes mexicanos,
‘ladybird beetle”, Epilachna varivestis, que por ser imovel, pode passar por
inofensiva a primeira vista, mas uma analise microscépica mais detalhada revela
que na superficie desta pupa ha uma densa camada de pélos glandulares, que
produzem uma secrec¢ao repelente contendo alguns alcaldides que evitam a
predagao por formigas.

O sistema de defesa da borboleta monarca € um dos mais conhecidos,
principalmente entre os etélogos, como um excelente exemplo de comportamento
aprendido em animais. Esta espécie utiliza-se de uma associagdo de cores
aposematicas e substancias toxicas, obtidas em sua alimentagdo larval e
concentradas em suas asas na vida adulta para, literalmente, “educar’” seus
predadores naturais, os passaros, a rejeitar qualquer outra borboleta que tenha as
mesmas cores (BROWER, 1988; ALCOCK, 1998).

Outro exemplo de defesa quimica em artrépodes € o sistema defensivo do
pseudo-escorpido Mastigoproctus giganteus, que esguicha uma mistura de acido
acético e acido caprilico contra seus inimigos, onde a fungdo do acido caprilico &€
de agente lipofilico, sobre a epicuticula (recoberta de lipideos) do inseto-agressor,
facilitando o transporte do acido acético através de seu escudo de defesa,
causando sua morte (EISNER et al., 1961).

Encontram-se também na natureza, diversos exemplos de Artrépodes que
produzem substancias para capturar presas, para mata-las e/ou paralisa-las, como
no caso da vespa solitaria Anoplius samariensis, que utiliza seu veneno para
produzir uma notavel paralisia ndo letal e permanente em aranhas que serdo
usadas como alimento para suas larvas (HISADA et al., 2005).

As aranhas sao grandes especialistas em capturar suas presas (que na grande
maioria dos casos s&o insetos), através da agdo de seus venenos nos sistemas

nervosos dessas presas. Pode-se afirmar ainda que estes animais, sem sombra de
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duvida, matam insetos com maior eficiéncia que os inseticidas comerciais, devido a
menor chance de desenvolvimento de resisténcia (QUICKE, 1988; CESAR et al.,
2005a).

Essa grande especialidade das aranhas em paralisarem presas, € em grande
parte devido a presenca de compostos de baixas massas moleculares encontrados
nos venenos das mesmas, os quais geralmente sdo bloqueadores especificos de
canais ibnicos, importantes para diversas fungbes neurais (PALMA et al., 1998;
HORNI et al., 2000), podendo atuar tanto como agonistas ou antagonistas de
receptores destes canais (DAVIES et al., 1992; JACKSON; USHERWOOD, 1998).

Os venenos de aranhas geralmente sao constituidos de misturas complexas de
toxinas biologicamente ativas, que podem ser divididas em 3 maiores classes de
componentes de acordo com sua natureza quimica: proteinas de altas massas
moleculares (Mw > 10 kDa), peptideos (Mw 3-10 kDa) e compostos de baixas
massas moleculares (Mw < 1 kDa) (KAWAY; NAKAJIMA, 1993); esta ultima classe,
por sua vez, pode ser dividida em outras sub-classes de acordo com a natureza
quimica destas toxinas (MARQUES et al., 2004).

Nas fracbes de baixas massas moleculares dos venenos das aranhas pode-se
encontrar: acidos livres, como o citrico e lactico; glicose, amino-acidos livres;
aminas biogénicas como: diaminopropano, putrescina, cadaverina, espermina,
espermidina e neurotransmissores como: glutamato, aspartato serotonina,
histamina, acido butirico, dopamina e epinefrina (PALMA; NAKAJIMA, 2005).

Duas das mais importantes subclasses de neurotoxinas de baixas massas
moleculares no veneno das aranhas sdo as acilpoliaminas, que s&o neurotoxinas
que atuam como antagonistas de diferentes classes de receptores ionotrépicos de
glutamato e as tetrahidro-p-carbolinas que foram isolados do veneno da aranha
social Parawixia bistriata por Cesar et al. (2000) e sdo analogos naturais da
tripargina, usados para matar/paralisar presas por essas aranhas (PALMA;
NAKAJIMA, 2005; CESAR et al., 2005a, CESAR et al., 2005b). Recentemente, foi
descrito por Saidemberg et al. (2009) o efeito de inibigdo de enzimas Mono Amino

Oxidases (MAOs) pelos enantibmeros da PWTX-I, uma dessas tetrahidro-3-
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carbolinas, revelando um potencial efeito contra diversas disordens no SNC,
incluindo diversos quadros de depressao e doenca de Parkinson.

Todos os outros animais venenosos, também produzem seus venenos com
diversas finalidades, tais como: ataque, captura, digestdo do alimento, ou mesmo
defesa contra predadores, mas na imensa variedade de animais venenosos, 0s
artrébpodes estdo envolvidos em um numero maior de acidentes humanos, que
todos os outros filos somados (RUSSEL, 1996; RODRIGUES, 1999).

Se considerarmos o filo Arthropoda, pode-se dizer que dentro deste, os insetos
sdo os animais terrestres mais numerosos e amplamente distribuidos do planeta
(EISNER; WILSON, 1997); eles reinam sobre todas as terras continentais com
supremacia, sobrevivendo por ao menos 300 milhdes de anos (CHAUD-NETTO et
al., 1994). Foi estimado que existem em torno de 200 milhdes de insetos para cada
ser humano vivo (MEINWALD; EISNER, 1995).

Um fator que contribuiu muito para o sucesso evolutivo desse grupo animal,
além de suas adaptagbes morfologicas e estruturais, € a sua extraordinaria
versatilidade quimica (MEINWALD; EISNER, 1995).

Os insetos produzem substancias quimicas para os mais diversos propositos:
como venenos para matar presas, substancias irritantes para afugentar possiveis
inimigos, repelentes e feromdnios para os mais diversos tipos de comunicagéo
quimica (MEINWALD; EISNER, 1995; MEINWALD, 2000; MCCORMIC;
MEINWALD, 1993).

Como os insetos sao formidaveis engenheiros quimicos, diversas respostas
para os mais variados aspectos enfrentados no dia-a-dia pelas industrias e pelos
cientistas, como a descoberta de farmacos mais eficientes, inseticidas seguros,
repelentes e infinitas outras aplicagcbes, podem estar contidas nestes fantasticos
animais, aguardando por nossas descobertas.

Dentre todos os tipos de venenos animais ja descritos, aqueles dos insetos da
Ordem Hymenoptera ja sdo conhecidos ha mais de 4,5 mil anos, pois ha relatos de
que o Fara6 Menes, do antigo Egito, foi fatalmente ferroado por vespas. Os insetos
dessa ordem, também, eram muito conhecidos entre os hebreus (SPRADBERY,
1973).
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Mesmo com tanta histdria, ainda se sabe muito pouco a respeito da
composicgao, propriedades farmacoldgicas, mecanismos de acao e alergenicidade
de suas toxinas (PALMA; BRAGA, 1994), tornando esse grupo de insetos muito
interessante para estudos, principalmente ao se considerar o grupo das vespas
(superfamilia Vespoidea), ja que o Brasil possui cerca de quinhentas espécies de
vespas sociais e mais de duas mil espécies de vespas solitarias, sendo que
somente uma pequena fragdo destas foi estudada (MALASPINA et al., 1999).

De acordo com Wilson (1971), as espécies de vespas séo interessantissimas
do ponto de vista comportamental, visto que elas mostram claramente a transicao
entre 0 modo de vida “solitario” e um avangado modo de vida “eusocial”’, onde, ha
uma diviséo reprodutiva do trabalho com sobreposigcao de geragdes.

As vespas Agelaia pallipes pallipes, Agelaia vicina e Polybia paulista,
pertencem a familia Vespidae, considerada como a familia das verdadeiras vespas
sociais, ou seja, as que habitam uma colénia fundada por apenas uma rainha
(EVANS; EBERHARD, 1970; HERMANN; BLUM, 1981; WILSON, 1971).

Essas espécies sdo muito comuns no estado de Sao Paulo, principalmente em
areas urbanizadas, podendo ser encontradas ao longo do ano todo, principalmente
nas épocas mais quentes.

Um fato interessante sobre estas vespas sociais é que ao contrario das vespas
solitarias que utilizam seus aparelhos de ferroar para injetar seus venenos e
paralisar suas presas, as vespas sociais utilizam seu aparelho de ferroar somente
para defesa ativa, ja que suas presas sdo capturadas basicamente com as
mandibulas (EVANS, 1958; EVANS; EBERHARD, 1970), ou seja, elas
provavelmente desenvolveram seus venenos visando manter distantes os animais
que geralmente s&o uma ameaga aos seus ninhos; isso inclui principalmente
vertebrados predadores como os mamiferos (SCHIMIDT, 1990).

Até agora, sabe-se que os venenos de vespideos sdo misturas complexas de
compostos biologicamente ativos, tais como: aminas biogénicas, peptideos e
enzimas (OLIVEIRA; PALMA, 1998; KONNO et al., 2000) e que de acordo com
Edery et al,, (1978 e 1972) podem apresentar os seguintes sintomas quando

injetados na sua forma bruta em camundongos: dispnéia, tontura, paralisia dos
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nervos motores, diarréia, hematuria, torpor, perda dos reflexos, anafilaxia, morte,
além de dor e inflamacéo.

Somente a partir da década de 80, toxinas animais de baixas massas
moleculares comecaram a ser descritas na literatura. Estas primeiras toxinas foram
as acilpoliaminas, cuja principal caracteristica &€ serem altamente polares, contendo
um grupo acil aromatico (USHERWOOD; BLACKBROUGH, 1991; MOE et al.,
1998).

Dentre todos os outros compostos de baixas massas moleculares ja
identificados até agora em vespideos, estdo: histamina, octopamina, GABA,
espermidina, espermina, serotonina, lisina, arginina, acetilcolina, dopamina,
nicotina, tiramina, adenosina, alanina, acido glutdmico, putrescina, cadaverina,
adrenalina, noradrenalina, além de outros compostos (HISADA et al., 2005;
MURATA et al., 2001; MANN, 1994). Essas toxinas de baixas massas moleculares,
na maioria dos casos, sd0 neurotransmissores, agonistas e/ou antagonistas de
canais idnicos (JACKSON; USHERWOOD, 1998).

Estes compostos s&o usados pelas vespas solitarias para modular a
neurotransmissao em insetos-presa levando-os a paralisia (MURATA et al., 2001;
NAKAJIMA, 1984) e pelas vespas sociais como neurotoxinas contra diversos
predadores, ja que estas utilizam seus venenos somente para defesa ativa
(EVANS, 1958; EVANS; EBERHARD, 1970; SCHIMIDT, 1990).

Considerando-se os potentes efeitos desses compostos no SNC de mamiferos,
deve-se levar em consideragcao para a caracterizagdo da funcao de suas fungdes
que a epilepsia é a segunda desordem neurolégica mais comum seguida do
derrame, afetando aproximadamente 1% da populagédo mundial (BLUM, 1998).

A epilepsia € causada por uma descarga excessiva de neurotransmissores,
causando diversos danos aos portadores dessas condigbes, principalmente
criangas e idosos, sendo controlada, em alguns casos, pela administracao cronica
de drogas antiepilépticas, que possuem diversos e severos efeitos colaterais
(MORTARI et al., 2007).

Por essa razéo, o estudo de novos compostos que atuem como antiepilépticos

no SNC é de fundamental importancia.
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Acredita-se que transmissores simples como Glutamato e GABA estejam
envolvidos na grande maioria das sinapses do Sistema Nervoso Central. Os
neurbnios glutamatérgicos estdo amplamente distribuidos pelo SNC e incluem
tanto interneurdnios curtos como longas vias de projecdes.

Os neurdnios corticofugais do cortex motor cerebral até a corda espinal inferior
liberam glutamato e estdo entre os maiores neurénios do corpo humano. Uma vez
liberado, o glutamato causa despolarizacdo e, portanto a excitagdo por
despolarizagdo dos neurdnios, porém isso ocorre via uma variedade de receptores
como os de N-Metil-D-Aspartato NMDA (STONE, 1995).

Esse neurotransmissor € o agonista principal do receptor de glutamato e
pertence a uma sub-familia ligada a canais i6nicos de ions s6dio e calcio, sendo
que esses canais ligados ao receptor de glutamato, do subtipo NMDA, sé&o
parcialmente bloqueados por ions magnésio de uma maneira voltagem-
dependente, ou seja, esse bloqueio é reduzido quando os neurbnios sao
despolarizados por outras maneiras, como sera explicado a seguir:

Sob condigdes normais, glutamato excita as células principalmente pelos
receptores AMPA e Cainato. Se a despolarizacdo € grande ou prolongada, o
bloqueio por ions magnésio é reduzido e esses receptores passam a exercer uma
funcdo cada vez maior na transmisséao sinaptica (STONE, 1995).

A grande variedade de compostos neuroativos presentes nos venenos das
vespas podem ser muito uteis nos estudos sobre neurotransmissao glutamatérgica
excessiva mediada pelo de receptor de glutamato do sub-tipo NMDA, que é letal
para os neurdnios em um grande numero de desordens neurolégicas (SKAPER et
al., 2001).

Levando-se em consideragdo a importancia desse estudo, como saber
previamente se um composto € ativo nas regides de interesse através de
determinados tipos de receptores neuronais? Uma das formas de se mapear a
atividade de substancias no sistema nervoso de mamiferos € a administragao icv.
com o objetivo de que essas substancias possam ser captadas, por meio dos
mecanismos de difusdo especificos, pelas células neuronais, desencadeando

repostas bioquimicas e/ou funcionais para estudos comportamentais,
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farmacoldgicos, fisioldégicos, neuroenddcrinos e neuroanatémicos. Porém, deve-se
levar em consideracdo que no sistema nervoso adulto, as caracteristicas
enzimaticas e estruturais das células ependimarias e as camadas das células gliais
que cercam as estruturas neurais, exercem uma fungédo de barreira impedindo a
passagem de diversas substancias do liquido cefalorraquidiano para o tecido
nervoso (VASCONCELOQOS et al., 2007).

Sinais extrinsecos podem modular a fungéo celular por diversas maneiras.
Sinais externos podem afetar o funcionamento celular através da regulacéo da
expressdao de genes, moléculas que podem passar facilmente através de
membranas podem modificar diretamente a expressédo Génica pela interagdo com
receptores nucleares e substancias que interagem com receptores na membrana
celular podem alterar os niveis de mensageiros celulares secundarios e
subsequentemente, podem induzir indiretamente a expressdao de genes
especificos. Substancias que ndo podem passar a membrana celular interagem
com receptores localizados na superficie celular induzindo uma série de
modificagbes dentro da célula como: alteragbes na concentracao intracelular de
mensageiros secundarios que podem modular as taxas de fosforilacdo de
diferentes proteinas, alteracdo no influxo de ions como Ca®" e modificacbes em
canais idnicos, existindo apenas algumas poucas mudangas que podem ocorrer
por estimulagdo celular por sinais extrinsecos. Os genes que s&o ativados
rapidamente por estimulagdo celular e aqueles cuja expressdo nao pode ser
prevenida por inibidores de sintese protéica sao os genes de expressédo imediata
(IEGs) e esses IEGs s&o responsaveis pela producao de fatores de transcrigdo que
modificardo a resposta de outros genes conhecidos como genes-alvo e genes de
resposta tardia (HERRERA; ROBERTSON, 1996).

Entre esses IEGs, inclui-se o c-Fos que é um proto-oncogene que expressa a
proteina c-fos, quando induzido por estimulos extracelulares, e essa proteina forma
um complexo que, associado a elementos de controle do processo de transcri¢ao,
exerce funcdo de mediador de respostas celulares de longo prazo. O uso da
analise da expressao de fatores de transcricdo como a proteina c-Fos € muito util

para a analise da ativagdo neuronal ap6s a aplicagdo de um estimulo
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(neurotransmissores, fatores troficos, entre outros). Essa ativacdo neuronal gera,
pela acdo de segundos mensageiros intracelulares, a expressao de genes
especificos que determinardo o inicio de eventos bioquimicos, como sintese de
neurotransmissores e proteinas e/ou modulagdo de canais ibnicos. Assim, o
neurbnio podera apresentar respostas especificas aos estimulos recebidos
(VASCONCELOS et al, 2007).

Devido ao fato de que as toxinas abordadas nesse trabalho sdo de compostos
de baixas massas moleculares, a quantidade de material biolégico que constituem
tais toxinas em venenos de vespas, se torna um aspecto importante para ser
levado em consideragdo. As metodologias exigem um trabalho minucioso, que por
sua vez depende de um intenso treinamento de recursos humanos especializados,
e 0s equipamentos necessarios a estudos estruturais geralmente sdo muito
sofisticados.

A separacéo, purificacao e caracterizacao de compostos de origem natural séo
processos de extrema importancia para numerosas aplicacbes em bioquimica e em
quimica de produtos naturais (MENDES et al., 2004) e a cromatografia liquida de
alta resolugcdo sob fase reversa (RP- HPLC) tem sido a principal técnica de
separacgao utilizada. Porém essa técnica deve ser utilizada de forma combinada
com técnicas espectroscopicas (ESI-MS, ESI-MS/MS e Ressonancia Magnética
Nuclear), para resolver os problemas de analise estrutural exigidos pela
biotecnologia analitica moderna (HEATH; GIORDANI, 1993; MENDES et al., 2004),
principalmente quando os compostos-alvo ocorrem em misturas complexas
(MENDES et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

O presente projeto visou alcangar alguns objetivos relacionados as metas do
Programa BIlOprospecTA/FAPESP, através da identificagdo e caracterizagcdo de
alguns compostos naturais de baixas massas moleculares, presentes nos venenos
de espécies de vespas sociais, autoctones da fauna do Estado de Sao Paulo.

Dessa forma, o objetivo desta tese foi a purificacdo, determinacéo estrutural e
caracterizacao funcional dos compostos biologicamente ativos de baixas massas
moleculares, mais abundantes nos venenos das vespas sociais, Agelaia pallipes
pallipes, Agelaia vicina e Polybia paulista e que possuam efeitos no sistema
nervoso de vertebrados e/ou invertebrados.

Para isto, foi utilizada uma combinagéo de técnicas analiticas avancgadas, tais
como: cromatografia liquida de alta resolu¢cao (HPLC), espectrometria de massas
ESI-MS, espectrometria de massas sequlenciais (ESI-MS/MS), ressonancia
magnética nuclear de proton ('H), carbono ('*C), além de analises de RMN em
duas dimensdes (gCOSY, gHSQC e gHMBC).

O objetivo do trabalho também incluiu a determinacao das areas neuronais, de
encéfalos de ratos, ativadas por alguns desses compostos através de aplicagbes
icv. combinadas a protocolos de himunohistoquimica para monitoramento da
expressao de c-Fos e para detecgéo de alguns receptores neuronais especificos.

A caracterizagao biolégica desses compostos também foi realizada através de
estudos de mecanismos de agao por ensaios de eletrofisiologia em preparagdes de
sistema nervoso central de ratos para a determinacdo de atividade
neurotoxica/neuroprotetora, além de ensaios envolvendo determinagcdo de
toxicidade em abelhas africanizadas, microcrustaceos e de ensaios de atividade

geral em ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Bioldgico

Os ninhos das vespas sociais (Hymenoptera, Vespidae) Agelaia pallipes
pallipes, Agelaia vicina e Polybia paulista que foram utilizadas no estudo foram
coletados na regido de Rio Claro, Estado de Sdo Paulo; todas as coletas foram
geo-referenciadas (P. paulista — (S22°23°42.9""; W047°32°32.5""); A. p. pallipes —
(S22°23749.7°"; W047°32°54""); A. vicina — (S22°25'25.4""; W047°34°48.2""). Em
seguida a coleta iniciou-se a extracao e liofilizacdo dos venenos dessas vespas.
Foram utilizados para os experimentos os reservatérios de veneno de ~3000
vespas de cada espécie (quantidade geralmente encontrada em apenas um ninho).
As abelhas (Apis mellifera) foram obtidas junto ao apiario do IBRC — UNESP em
Rio Claro — SP e foram utilizadas para teste da acao inseticida do veneno, pois sé&o
de facil obtencao e ja s&o utilizadas com sucesso para ensaios de inseto-toxicidade
(MANZOLI-PALMA et al., 2003). Os ratos Wistar utilizados nos experimentos de icv
e de atividade geral foram obtidos através do biotério central da UNESP, e
mantidos no biotério do IBRC — UNESP em Rio Claro — SP sob condi¢des

especificadas na metodologia.

3.2 Extracgao e Liofilizagdo do Veneno

Os reservatorios de veneno foram extraidos com auxilio de pingas. Estes
reservatérios foram comprimidos com auxilio de um bastdo de ponta arredondada
na presenga de Acetonitrila (MeCN), grau HPLC, 50% (v/v) (Mallinkrodt); em
seguida, foram centrifugadas em micro centrifuga (Centrifuga Eppendorf -
Centrifuge 5415D) de alta rotacdo a 8 000 rpm por 15 minutos a temperatura
ambiente. Esse veneno foi liofilizado através de um liofilizador “Centrivap
Concentrator” (Labconco) acoplado a um condensador de solvente “Centrivap Ultra
Low Cold Trap” (Labconco). Foram obtidos aproximadamente ~300 mg de peso

seco para cada um dos venenos brutos estudados.




34

3.3 Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo de Fase Reversa

As amostras foram solubilizadas em solugéo de acetonitrila 50% (v/v) em agua
ultrafiltrada por osmose reversa, e entéo, purificadas por cromatografia liquida de
alta performance sob fase reversa (RP-HPLC), em HPLC de marca SHIMADZU -
Modelo LC-AD 10, acoplado a uma coluna NUCLEOSIL-C 18 (10 x 250 nm, 5 ym),
sendo a eluic&o realizada com o uso de um gradiente linear de acetonitrila de 5 a
60 % (v/v) [contendo 0,1 % (v/v) de TFA] em 60 min, e monitorada por absorgao da
radiacao ultravioleta em 214 nm. Para o re-fracionamento da Fragdo 1 obtida do
veneno bruto da vespa social Agelaia pallipes pallipes foi utilizado um HPLC da
marca SHIMADZU — Modelo LC 6A, acoplado a uma coluna WAKOSIL SC4 da
marca WAKOPAK (4,6 x 150 mm, 5 ym), sob gradiente de MeCN/H,O de 98% a
4% (v/v) [contendo 0,1 % (v/v) de TFA] em 20 minutos e monitorada por absorgéo

da radiacéo ultravioleta em 214 nm.

3.4 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas foi utilizada no controle de homogeneidade das
purificacdes e na caracterizagcédo estrutural dos compostos purificados, e também
como parte da estratégia experimental para determinacdo de suas estruturas
quimicas.

Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados num
espectrdmetro de massas do tipo triplo-quadrupolo (resolugdo = 4000), modelo
QUATTRO Il (marca Micromass, Altrincham, UK), equipado com fonte de ionizagao
electrospray (ESI), que permite a realizagdo de fragmentacdes sucessivas obtendo-
se, assim, tanto espectros MS quanto MS/MS. Cada composto teve sua massa
molecular determinada pela técnica ESI-MS e posteriormente foi fragmentado pela
técnica de ESI-MS/MS, para se obter informac¢des detalhadas sobre sua estrutura
molecular, com o espectrémetro ajustado para formar picos, com largura a meia-

altura, de uma unidade de massa. A voltagem entre o skimmer e o cone de
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amostra, que controla a transferéncia dos ions ao analisador de massas, foi
tipicamente ajustada para 30 V.

Cerca de 30 pmol (10 pL) de cada amostra foram injetados na sonda
electrospray e transportado pelo solvente até o interior do espectrobmetro de
massas. Para os experimentos de MS no modo positivo, o solvente utilizado foi
acetonitrila 50% (v/v) contendo &cido férmico 0,1% (v/v); e quando realizado no
modo negativo, acrescido de NH,OH 10% (v/v), espectros ESI foram obtidos no
modo de aquisi¢gdo continua, varrendo num intervalo de massas de m/z 50 a 500,
com tempo de varredura de 2 segundos.

Os protocolos experimentais de espectrometria de massas foram realizados de
acordo com Mendes et. al., (2004). As amostras foram injetadas a um fluxo de 4
uL/min, com auxilio de micro-seringas acopladas a uma micro-bomba de infusao
(KD SCIENTIFIC). Durante todos os experimentos, a temperatura da fonte foi
mantida a 80 °C e a voltagem na agulha a ~3,5 kV, aplicando-se um fluxo de gas
secante (nitrogénio) de 200 L/h e um fluxo de gas nebulizador (nitrogénio) de 15
L/h, adquiridos direto de um gerador de nitrogénio modelo NITROX N2 UHPLCMS
18 (DOMINICK HUNTER), acoplado ao espectrémetro. O espectrometro foi
calibrado com os ions do envelope gerado pela mioglobina de coragao de cavalo e
lodeto de Sdédio (Sigma Chem. Co), a uma voltagem do cone de amostra tipica
para calibragao.

As analises de HRMS foram realizadas em colaboragédo com o Prof. Dr.
Norberto P. Lopes da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Departamento de Fisica e Quimica da USP-RP. Os experimentos foram realizados
em um espectrdbmetro de Massas modelo: ultrOTOFq - ESI-TOF Mass
Spectrometer (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA). Condigdes do Experimento:
Bomba de Infusdo, Fluxo 150ul/h, Fase Mobvel para a Solubilizagéo:
H20:MeCN(50:50). O Modo de Detecgao foi Positivo e Negativo para as Amostras.
O Aparelho é de Alta Resolucao (resolugdo =20.000), necessitando de calibragao
interna e externa, antes de realizar as analises. Usa-se para calibragéo interna uma

solugcéo de Na-TFA a 10mg/ml com uma relagdo das condigdes do aparelho com
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os seguintes valores: End Plate: 3500 Volts; Capillary: 4000 Volts; Capillary Exit:
300 Volts; Skimmer 1: 50 Volts; Skimmer 2: 25 Volts.

3.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As amostras para obtencdo de espectros de RMN foram preparadas
dissolvendo-se cerca de 3 mg dos compostos em 0,7 mL de solvente deuterado. As
amostras foram filtradas antes de se adquirir os espectros para obter uma melhor
resolucdo digital, pois a auséncia de particulas solidas facilita o ajuste da
homogeneidade do campo magnético “shim”.

Os espectros foram obtidos utilizando-se TMS como referéncia para as
medidas de deslocamento quimico de hidrogénio e carbono e o sinal do deutério do
solvente como “trava do campo-externo” (lock) e também para o ajuste da
homogeneidade do campo. Estes espectros foram obtidos utilizando-se as
sequéncias de pulso padrdo da Bruker; a escolha dessas seqliéncias de pulso foi
dependente do tipo de analise necessaria para a elucidacado estrutural. Os
deslocamentos quimicos (8) estao relatados em parte por milhdo (ppm) em relacao
ao tetrametilsilano (TMS), utilizado como padrdo interno. As analises foram
realizadas em dois institutos diferentes:

As analises de RMN do composto Polybiosideo, foram realizadas junto ao
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da
UNICAMP. Foram obtidos para o composto espectros de 'H, *C e DEPT (em uma
dimensdao 1D), bem como mapas de contorno em duas dimensbes (gHSQC e
gHMBC). As analises de RMN foram realizadas a 25°C, num espectrometro Bruker
DRX 500 operando a 500.11 MHz para 'H e 125.08 MHz para '°C.

Os experimentos de RMN para todos os outros compostos foram realizados no
Departamento de Quimica da Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Filosofia
Ciéncias e Letras de Ribeirao Preto, os espectros de ressonéancia foram obtidos em
um aparelho Bruker AVANCE DRX 500 spectrometer (5 mm z-gradient BBI probe)
operando a 500.13 MHz (*H) ou 125.78 MHz (**C). E em um Bruker AVANCE DPX
300 spectrometer (5 mm dual probe) operando a 300.13 MHz ('H) ou 75.61 MHz
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(*C). Os espectros de ressonancia magnética nuclear de préton (RMN 'H, 300
MHz) foram obtidos em um espectrometro Bruker DPX-300 (dual probe e os
espectros de ressonancia magnética nuclear de préton (RMN 'H, 400 MHz) em um
espectrometro Bruker DRX-400. Os espectros de ressonancia magnética nuclear
de carbono-13 (RMN *C, 75 MHz) foram obtidos em um espectrdmetro Bruker
DPX-300 e os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN
3C, 100 MHz) em um espectrometro Bruker DRX-400 e foram tragados de acordo
com a conveniéncia, utilizando-se as seguintes técnicas: "“C{'H} — Carbono
totalmente desacoplado de hidrogénio; DEPT - Distortionless Enhancement by

Polarization Transfer.
3.6 Bioensaios das Atividades Toxicas em Apis mellifera

Os bioensaios realizados com abelhas foram feitos de acordo com protocolo
descrito por Manzoli-Palma et al., 2003.

Para a realizagao destes bioensaios foram utilizadas abelhas da espécie Apis
mellifera recém emergidas, que ainda ndo possuem capacidade de voar e seus
aparelhos de ferroar ainda nao estdo completamente desenvolvidos. Estes animais
foram escolhidos por serem de facil obtencédo e possuirem um sistema nervoso
central complexo.

As diferentes dosagens dos compostos foram calculadas através de através da
relagdo dose/peso do inseto-modelo e o composto foi solubilizado em salina e as
seguintes concentragdes foram utilizadas para esse ensaio: 110 ng/mg, 70 ng/mg,
50ng/mg, 30 ng/mg, 10 ng/mg e grupo controle somente com salina.

As abelhas foram cuidadosamente imobilizadas com as maos e as diferentes
concentragdes do composto foram injetadas com uma micro-seringa Hamilton de
10uL na hemocele das abelhas, na tentativa de se avaliar a toxicidade e
estabelecer o valor da dose letal (DLsp) ou simplesmente dose/efeito (EDsp).

Os insetos foram separados em 5 grupos amostrais com 6 individuos em cada

grupo e um controle; a seguir estes individuos foram colocados em placas de Petri
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(10 cm de didmetro), contendo alimento elaborado a partir de uma mistura de mel e
sacarose (“candy”).

O comportamento das abelhas foi observado durante 24 horas, tendo por
objetivo tentar observar as seguintes respostas ao composto: animal ativo,

movimentos lentos, paralisia e morte, conforme descrito por Zlotkin, (1983).

3.7 Bioensaios das Atividades Toxicas em Daphnia similis

Os bioensaios realizados com microcrustaceos foram realizados segundo
adaptacdo de ensaio retirado da norma CETESB L5.0018 e NBR ABNT 12713
(2004) (1991). Os microcrustaceos sdo comumente utilizados como biomarcadores
de poluicdo ambiental, devido a sua grande sensibilidade desses animais em
relacao a toxinas no meio aquatico. Sendo Uteis, portanto, para a avaliagdo de DLsg
de compostos que apresentam baixa toxicidade em outros organismos mais
complexos.

As diferentes dosagens dos compostos foram calculadas através de através da
relacdo dose/volume do meio de cultura, e o composto foi solubilizado no préprio
meio de cultura e as seguintes concentracdes foram utilizadas para esse ensaio: 70
ug/mL, 50 pg/mL, 30 pug/mL, 10 ug/mL e grupo controle somente com meio de
cultura.

Os microcrustaceos foram separados em 4 grupos amostrais com 10 individuos
em cada grupo; a seguir estes individuos foram colocados em tubos de ensaio com
10 mL de meio de cultura com a concentracao desejada de composto. A letalidade
foi observada durante 48 horas, tendo por objetivo a determinagcdo da dose letal
para 50 % dos individuos (DLso).

3.8 Avaliacdo das Toxinas no Sistema Nervoso Central de Ratos por Injecao

Intracerebroventricular.

Para determinar o efeito dos compostos no Sistema Nervoso Central de

ratos, as mesmas foram perfundidas intracerebroventricularmente (icv), de acordo
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com o protocolo descrito por Cesar-Tognoli (2005); Os animais utilizados nestes
experimentos foram ratos Wistar machos adultos com 60 dias e peso aproximado
de 250 a 300g, trazidos para o biotério de experimentacao do LBEZ-CEIS/IB da
Unesp de Rio Claro, sendo alojados dois animais por gaiola com racéo e agua ad
libitum e permanecendo em um ciclo claro/escuro de 12:12 horas a partir das 7:00
hs em temperatura ambiente de 21°C e umidade relativa do ar de 55%. Os
experimentos foram conduzidos em conformidade com as normas do Instituto
Nacional de Normas de Saude e Cuidados na Utilizagdo de Animais de Laboratério
(1996) e da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual Paulista.

A canula foi implantada no ventriculo lateral (AP=-0,4; ML= -1,4; DV= -3,4) sob
acdo anestésica de cetamina (5mg/100g), xylazina (1mg/100g) e acepromazina
(0,2mg/100g) sete dias antes da injecao do composto em estudo. Durante o
periodo que antecedeu o experimento, os animais foram manipulados pelo
experimentador pelo menos duas vezes ao dia, durante 10 minutos, para evitar que
0 estresse causado pela manipulagcdo no momento da injegéo icv pudesse interferir
nos resultados finais. Para a injecdo icv, a canula de injecédo foi introduzida pela
canula guia, cerca de duas horas antes do experimento, a fim de minimizar
qualquer efeito da manipulagdo durante este procedimento. Os grupos de ratos
utilizados foram comparados a grupos controles, nos quais foi injetado apenas o
veiculo (solucéo salina 0,9% [m/V])

Nos experimentos de injecdo icv das toxinas em estudo, estas foram
administradas em dois grupos distintos. O primeiro grupo (n=6) recebeu cerca de
10 uL de solugdo contendo a toxina na concentracdo de 0,1 ug/uL. Nos animais
dos grupos controle (n=6) desses experimentos, injetou-se apenas o veiculo, 10uL
de solugéo salina [0,9% (m/V)] (CESAR, 2000).

Apos duas horas decorridas da injec&o da toxina, tempo em que a marcagéo
da proteina c-Fos mostrou-se mais efetiva (CESAR, 2000), os animais foram
submetidos a perfusdo transcardiaca, primeiramente com solugéo salina 0,9%
(m/V) (c.a de 75mL), seguida pelo fixador de paraformaldeido a 4% (m/V) a 4°C
(c.ade 750 a 800 mL) durante 25 minutos.
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Os encéfalos foram retirados e colocados em solugdo fixadora de
paraformaldeido a 4% (m/V), contendo 10% (m/V) de Sacarose para crioprotecéo e
pés-fixados por 4 horas, sendo em seguida transferidos para uma solugéo salina de
KPBS contendo 10 % de Sacarose por cerca de 18 horas. Os encéfalos foram
cortados em microtomo de congelamento com 30 um de espessura no plano
coronal em 4 séries (bregma 2.70 mm,- 0.30 mm, - 1.80 mm e - 3.14 mm) e
armazenados a -20°C em solugéo anticongelante de Etileno-Glicol/Glicerol.

Uma série de cortes do encéfalo de cada um dos animais utilizados nos
experimentos foi usada para a marcagdo imuno-histoquimica. Os cortes foram
tratados com 0,3% de Peroxido de Hidrogénio em solugdo de KPBS mais 0,3% de
Triton por c.a. de 30 minutos, sendo em seguida incubados em anticorpo primario
anti-fos (Calbiochem Ab5) feito em coelho, na concentracédo de 1:20000 e 3% de
soro normal de cabra em KPBS mais 3% de Triton X-100, por 18 horas a
temperatura ambiente, sob constante agitacédo e no escuro. Os cortes foram entao
lavados em KPBS e incubados por 1 hora em anticorpo secundario biotinilado, feito
em cabra contra coelho (Jackson Labs 1:1000) e por mais uma hora em complexo
de avidina-biotina (vector 1:500). Apds esses procedimentos, os cortes foram
reagidos com DAB (Sigma) e 0,01% de Peroxido de Hidrogénio dissolvidos em
KPBS. Os cortes permaneceram reagindo por cerca de 3 minutos e para cessar as
reagdes foram realizadas lavagens sucessivas com KPBS (GERFEN;
SAWCHENCO, 1984; SHU et al., 1988; SITA et al., 2003). Uma vez ocorrida a
reagdo para a marcacao de fos os cortes foram montados em laminas e
osmificados em solucdo de oxido de ésmio 0,005% (m/v) para intensificar a reacao
imunohistoquimica.

Para investigar a neuroquimica dos neurdnios que expressam fos apds a
administracdo da toxina, foram realizadas técnicas dupla imunohistoquimica e
dupla imunofluorescéncia (somente no caso da Tirosina hidroxilase).

Nas reagbes de dupla imunohistoquimica, 4 séries de cortes foram tratadas
com 0,3% de Peroxido em solugdo tampao de KPBS mais 0,3% de Triton, por
cerca de 30 minutos, sendo em seguida incubados em anticorpo primario anti-fos

(Calbiochem ADbb5) feito em coelho na concentracao 1:20000 e 3% de soro normal
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de cabra em KPBS mais 3% de Triton X-100, por 18 horas a temperatura ambiente,
sob constante agitacdo e no escuro. Os cortes foram entdo lavados em KPBS e
incubados por 1 hora em anticorpo secundario biotinilado, feito em cabra contra
coelho (Jackson Labs 1:1000) e por mais uma hora em complexo de avidina-biotina
(vector 1:500). ApOs esses procedimentos, os cortes foram reagidos com DAB
(Sigma) e 0,01% de Peréxido de Hidrogénio dissolvidos em KPBS. Em seguida, os
cortes foram lavados e cada uma das séries foi incubada em KPBS mais 3% de
Triton X-100 e um dos seguintes anticorpos: Anti-rGluys (1:500); anti-NMRj
(1:1000); anti-Tirosina Hidroxilase (1:1000) e anti-Orexina (1:5000), sendo
incubados por 18 horas a temperatura ambiente sob constante agitacdo. Os cortes
foram lavados em solugédo de KPBS e incubados em solugdo contendo anticorpo
secundario biotinilado, feito em cabra contra coelho (Jackson Labs 1:1000) e por
mais uma hora em complexo de avidina-biotina (vector 1:500). Apds esses
procedimentos, os cortes foram reagidos com DAB (Sigma) e 0,01% de Peroxido
de Hidrogénio dissolvidos em KPBS. Os cortes permaneceram reagindo por cerca
de 3 minutos e para cessar as reagdes foram realizadas lavagens sucessivas com
KPBS (GERFEN; SAWCHENCO, 1984; SHU et al., 1988; SITA et al., 2003). E os
cortes montados em laminas gelatinizadas.

Para a dupla imunofluorescéncia uma série de cortes foi incubada em
anticorpo primario policlonal anti-fos feito em coelho (Calbiochem Ab5), na
concentragdo de 1:1000 e 1% de BSA em solugdo de KPBS e 0,3% de Triton X-
100 por 18 horas a temperatura ambiente. Os cortes foram em seguida lavados em
KPBS e incubados em anti-corpo secundario conjugado de fluoresceina (FITC)
anti-coelho feito em mula (Jackson Labs) na concentracéo de 1:200 por 1 hora. Em
seguida os cortes foram incubados em anti-corpo policlonal anti-TH (Tirosina
Hidroxilase) feito em ovelha (Chemicon) na concentragdo de 1:5000 e 1% de BSA
em KPBS e 0,3% de Triton X-100 por 18 horas a temperatura ambiente. Apos
serem lavados por KPBS, os cortes foram incubados em anti-corpo Cy3 secundario
conjugado anti-ovelha feito em mula (Jackson Labs) na concentragédo de 1:200 por
1 hora. Em seguida os cortes foram montados em Iaminas gelatinizadas e cobertos

com tampéao glicerol (pH 8,5).
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As fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma camera digital
adaptada a um microscopio e a um computador. Para a aquisicdo utilizou-se o
software  ADOBE Photoshop 5.0. As imagens foram trabalhadas usando o
programa Corel Draw 11 e apenas ajustes finos como brilho, contraste e balancgo
de cores foram utilizados.

Para a analise quantitativa de células imunoreativas a c-Fos foram
escolhidos 5 cortes representativos de cada uma das regides cerebrais de
interesse, 12 areas foram incluidas nas andlises. Em cada um dos cortes, o
nimero de células foi contado numa area tecidual de 0,2mm? (para os nucleos:
Paraventricular do Hipotalamo, Septal Lateral, Dorsomedial, Centro Lateral, Centro
Medial, Paracentral, Reuniens e para o cortex sensorial) ou 1mm? (Area
Hipotalamica Lateral, Area Perifornicial, Area Pré-éptica, Hipocampo e Zona
Incerta). A analise estatistica foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Beck e Fibiger (1995), sendo o teste T utilizado para comparar os grupos controle e

da toxina com nivel de significancia da ordem de p<0,05.
3.9 Neurotoxicidade / Neuroprotecdo em Ratos

Para melhor compreensdo do mecanismo de acédo de alguns dos compostos
em cérebros de ratos (neurotoxicidade e neuroprotecao) foram feitos experimentos
com eletrofisiologia e, esses experimentos foram realizados em colaboragdo com o
Prof. Dr. Jaderson Costa da Costa no Instituto de Pesquisas Biomédicas da
Faculdade de Medicina da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul.

Detalhes deste experimento foram descritos por Cesar-Tognoli (2005) e podem
ser resumidos da seguinte maneira: durante cada experimento foram utilizados oito
ratos da linhagem Wistar, machos com 35 dias pesando cerca de 200g. Os animais
foram mantidos num alojamento climatizado, com comida e 4gua a vontade e ciclo
claro-escuro de 12 horas. Para decapitagdo, os animais foram anestesiados com
Tiopental (40mg/Kg) intraperitonialmente, seus cérebros foram retirados e
submetidos a cortes coronais de 400 um de espessura. As fatias que contiveram o

hipocampo foram isoladas e permaneceram em solugéo de Ringer normal (LCRa
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contendo em mM: NaCl 130; NaHCO; 24; D-glicose 10; NaH,PO4 1,3; KCI 3,5;
Mg?* 2; CaCl, 2; pH entre 7,0 e 7,4), por 1 hora, com constante oxigenacao.

Para o estudo de acédo de alguns desses compostos sobre os neurbnios
hipocampais de CA1, uma série de 4 fatias foi perfundida em Ringer normal por 10
minutos. Decorrido esse tempo, em duas dessas fatias, a droga em estudo foi
administrada com auxilio de uma bomba pneumatica ejetora (PV830, Pneumatic
PicoPump WPI). A micropipeta contendo a solugdo da droga foi posicionada
proxima ao eletrodo de registro intracelular na regido de CA1 do hipocampo. Em
ambos procedimentos a concentracgéo final sera de 1 yM e durante todo o registro
eletrofisioldgico foi observado o padréo de descargas.

A fim de estudar o efeito dos compostos na atividade epileptiforme induzida, foi
utilizado o modelo de perfusdao das fatias de hipocampo com solugdo de Ringer
(sem ions magnésio), contendo: NaCl 130 mM; NaHCO3; 24 mM; D-glicose 10 mM;
NaH,PO4 1,3 mM; KCI 3,5 mM; CaCl, 2 mM; o pH foi ajustado para 7,2. Durante a
manifestacdo dessa atividade o(s) composto(s) foram aplicado(s) sobre as fatias de
hipocampo numa concentracado de 1 yM, com auxilio de uma bomba pneumatica
ejetora, posicionada proxima a regidao hipocampal de CA1, da mesma maneira
descrita para Ringer normal.

Para os registros eletrofisiolégicos, o meio de incubagdo para as fatias de
cérebro incluiu oxigenagéo (02 95 % e CO2 5 %) a temperatura de 34°C em pH 7,4.
Os parametros de viabilidade neuronal foram verificados a partir de suas
caracteristicas elétricas, tais como: capacitancia, resisténcia da membrana celular
e amplitude do potencial de agao.

Os registros foram realizados em células-alvo da camada de CA1 dos
hipocampos, com auxilio de microeletrodos de borosilicato, preenchidos com
Acetato de Potassio 3 M para registros intracelulares (IC) (80-100 MQ) e com
Ringer normal (5-10 MQ) para registros extracelulares (EC); a micropipeta
contendo a droga em estudo foi posicionada préxima ao eletrodo de registro
intracelular.

O potencial de membrana foi determinado ap6s a penetragédo do microeletrodo

na célula, 10 minutos ap6s seu empalamento. Para essa avaliagdo aplicou-se
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corrente com variagdes de 0,1 nA num intervalo de -0,7 até 0,7 nA, utilizando o
AxoClamp 2B. Além dessas verificagbes, o potencial de membrana também foi
avaliado antes e apds o tratamento com Ringer 0 - Mg?*, com objetivo de
caracterizar a viabilidade das células em estudo durante todo o processo. Como
critérios eletrofisiolégicos de um neurénio viavel, foram considerados apropriados
para o estudo, somente os neurdnios que apresentaram potenciais de membrana
inferiores a —=50 mV e potenciais de ag&o superiores a 50 mV.

Os protocolos de estimulagdo para clampeamento de corrente foram
desenvolvidos num sistema de registro eletrofisioldégico in vitro dentro de uma
gaiola de Faraday, para isolamento da interferéncia eletromagnética. Os seguintes
equipamentos foram utilizados para esse registro: camara de perfusao e registro de
corrente (current clamp) AxoScope 2B (Axon Instruments). Os dados foram
monitorados e armazenados em PC, com programa Axonscope e posteriormente

analisados com o “software” Origin 5.0.
3.10 Avaliacao da Atividade Geral de Ratos Wistar

Para a avaliagdo da atividade geral dos ratos foi utilizado o método do
Campo Aberto (BROADHURST, 1960). O campo aberto consiste em uma arena de
cartolina plastificada, com formato cilindrico. O corpo do cilindro tem 32,5 cm de
altura e base circular de 97 cm de didmetro, pintada de branco.

O chéo da arena é subdividido em 19 regibes aproximadamente iguais,

demarcadas por 3 circunferéncias concéntricas, intersectadas por segmentos de
retas radiais.
Para esse ensaio foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 160-180 g.
Os animais foram colocados individualmente na arena e observados por um
periodo de nove minutos. Os parametros avaliados apo6s injecédo ip. de
concentragdes variando de 1 a 8 ug/Kg foram:

a) frequéncia de locomocéo (LO): cada unidade de medida corresponde ao

ato de o animal penetrar, com as 4 patas, em uma das divisdes do ch&o da arena;
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b) frequéncia de levantar (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 néo,

com as patas anteriores, as paredes do campo aberto.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao foram divididos em ordem alfabética em trés partes:

4.1 PARTE | — Compostos de Baixas Massas Moleculares Isolados do

Veneno de Agelaia pallipes pallipes.

4.2 PARTE Il — Compostos de Baixas Massas Moleculares Isolados do

Veneno de Agelaia vicina.

4.3 PARTE Ill — Compostos de Baixas Massas Moleculares Isolados do

Veneno de Polybia paulista.
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4.1 PARTE | - Compostos de Baixas Massas Moleculares Isolados do Veneno

de Agelaia pallipes pallipes

Andlise dos Compostos de Baixas Massas Moleculares

O fracionamento do veneno da vespa Agelaia pallipes pallipes foi realizado em
HPLC, sob fase reversa, com coluna C18, utilizando-se um gradiente linear de
MeCN. O perfil deste cromatograma esta apresentado na figura 1, onde se observa
que foram eluidas 12 fragbes principais. Os compostos de baixas massas
moleculares podem ser encontrados nesse cromatograma através de
espectrometria de massas nas fragdes com tempos de retengéo variando entre 0 a

30 minutos. Os compostos com maior tempo de retengdo constituem-se de

peptideos.
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Figura 1: Perfil cromatografico obtido do extrato de veneno bruto da vespa Agelaia pallipes pallipes por RP-HPLC [coluna
NUCLEOSIL-C 18 (10 x 250 nm, 5 um)], utilizando-se um gradiente linear de acetonitrila entre 5 % a 60 % (v/v) (contendo
TFA 0,1% (v/v) ) e monitorado por absorgéo da radiagao ultravioleta em 214 nm.
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4.1.1 FRACAO 1

Dentre essas 12 fragbes, a fracdo 1 foi refracionada em uma coluna de fase
reversa C4, visando separar melhor as fragdes ai contidas, resultando em quatro
novas sub-fragdes, que foram denominadas FR1-1, FR1-2, FR1-3 e FR1-4 cujos
tempos de retencao foram: 3,38; 9,30; 22,35 e 22,83 min, respectivamente (figura
2).

Figura 2: Perfil cromatografico do refracionamento da fragdo 1 do veneno
da vespa Agelaia pallipes pallipes por RP-HPLC [coluna WAKOSIL SC4
(4,6 x 150 mm)], utilizando-se um gradiente linear de MeCN/H,O entre
90% a 4% (v/v) (contendo TFA 0,1% (v/v)) e monitorado por absorgéo da
radiagdo ultravioleta em 214 nm.

Dentre essas quatro fragdes, a fracdo FR1-4 (3 mg totais) foi a unica que foi
identificada como aparentemente pura e em maior abundancia ap6s as analises de
ESI-MS no modo positivo. Desta maneira, foram iniciadas as analises para a
elucidagao estrutural inicial desta fracao por analises de ESI-MS, MS/MS, HRMS e
RMN.

Através da técnica de ESI-MS foi determinado que o composto de interesse

apresenta m/z de 112,1 na forma de [M+H]" (figura 3). A fragmenc&o do composto
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em estudo, através da técnica ESI-MS/MS revelou os ions-fragmentos de m/z :

94,6; 82,5 e 67,5, como pode ser verificado pelo espectro de MS/MS (figura 4).

HIST1-4_200307 27 (4.570) Cn (Cen,2, B0.00, Ht); Sb (1,5.00 ); Sm (Md, 0.50); Cm (27:32) Sean ES+
100 1216 2.20e7

0%

82.92
95.15
73,96 113.06
.l [ N S | S J
65 70 75 80 85 90 as 100 105 10 115 120 125 130 135

Figura 3: Espectro de ESI-MS no modo positivo, do composto isolado da fragdo 1-4 do veneno da vespa Agelaia pallipes
pallipes.

FR1-4MSMS 1 (0.193) Cn (Cen,2, 80.00, Ht); Sm (Md, 0.50); Cm {1:15) Daughters of 112ES+
100 7.84e5
112.24
95.22
% 82.10
B8 36
N N o | . I
25 30 35 40 45 50 55 &0 B5 70 75 80 85 a0 a5 100 105 110 115

Figura 4: Espectro de ESI-MS/MS no modo positivo, do composto isolado da fragéo 1-4 do veneno da vespa Agelaia pallipes
pallipes.

Realizaram-se também analises de espectrometria de massas de alta
resolugcdo (HRMS), onde se observou que a massa do composto em questdo é
igual a 112,0853 Da na forma de [M +H]" (Figura 5).
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Figura 5: Espectro de HRMS do composto isolado da fragdo 1-4 do veneno da vespa Agelaia pallipes

pallipes.
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Através dos espectros em D,O de "*C-RMN (figura 6) e 'H-RMN (figura 7)

verificou-se a presenca dos seguintes sinais:

Espectro de RMN-*C

CH em 134,3 ppm;
C em 128,8 ppm;

CHem 117,3 ppm;
CH, em 38,3 ppm;
CH; em 22,5 ppm.

Espectro de RMN-"H

singleto em 8,50 ppm;
singleto em 7,23 ppm;

tripleto em 3,19 ppm, com J= 7,2 Hz;
tripleto em 3,00 ppm, com J= 7,2 Hz.




51

S g 2 g
5% 5 & =
= ag I =~ bl
] = 3 a
e R AL LR o E R R m e A I oA e st RS R R s ma s N RRNE
140 730 120 1o 00 90 &0 70 40 30 0
teery)

Figura 6: Espectro de *C-RMN em D,0 da fragdo 1-4, isolada da vespa Agelaia pallipes pallipes.
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Figura 7: Espectro de 'H-RMN em D,O da fracdo 1-4, isolada da vespa Agelaia pallipes pallipes, com sua possivel
interpretacgéo.

Com base na interpretacao destes resultados, conclui-se que o composto
isolado da fragdo 1 do veneno da vespa social Agelaia pallipes pallipes € a

histamina (Figura 8).

H”\/Z\? /\/NH;

Figura 8- Histamina

No esquema 1, estdo mostrados alguns possiveis fragmentos obtidos nas
analises de ESI-MS/MS desta fragédo, que corroboram a interpretacdo da estrutura

proposta para a fracéo 1-4.
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Esquema 1- Representagdo da fragmentagdo da Histamina.

Outro dado importante para a identificagdo da histamina foi a comparagéo da
massa molecular obtida por HRMS, com a massa calculada para a molécula de
histamina, onde a massa obtida por alta resolugéo foi de 112,0853 Da e a massa
calculada de 112,0875 Da, valores muito proximos entre si para a molécula na
forma [M+H]". E, também, pode-se confirmar esta estrutura através comparacgdo
com os dados de "H-RMN obtidos na literatura (GOVINDARAJU et al., 2000).

A Histamina € uma amina biogénica que esta envolvida em respostas imunes
locais, e também age farmacologicamente mudando a permeabilidade do endotélio,
como regulador do trato gastrointestinal e neurotransmissor, sendo produzida
através do metabolismo da histidina. Existem relatos na literatura (NAKAJIMA,
1986) da presenca de histamina no veneno de outras vespas sociais e também em
vespas solitarias, como estratégia para potencializagdo dos processos inflamatorios
causados pela inoculagcdo dos venenos dessas vespas, pois esta molécula possui
um papel central nas respostas alérgicas primarias, como a inflamagéo,
principalmente através do receptor histaminico do tipo H1 que é importante para o
processo inflamatorio ocasionado pelo veneno, atraindo leucécitos por quimiotaxia

para o local da ferroada. Além disso, a histamina também aumenta a
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permeabilidade do tecido endotelial dos vasos sanguineos das mucosas e €
broncoconstritora (GELFAND, 2005).

4.1.2 FRACAO 2

A fragéo 2 (25 mg totais) do veneno de A. p. pallipes (figura 1) foi re-fracionada
(figura 9) e teve seu espectro de absor¢do no UV analisado (figura 10), revelando
valores Amax de 203, 220, 275 e 285 nm, caracteristicos do grupo Hidroxi-Indol,
conforme comparagédo com os espectros UV obtidos por Adams et al. (1989) e
Toki et al. (1988).

Datector 2150 nm

300 — 300
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Figura 9: Perfil cromatografico do refracionamento da fragdo 2 do veneno da vespa Agelaia pallipes pallipes por RP-
HPLC [coluna YMC C18 (4,6 x 150 mm)], utilizando-se eluigdo isocratica com MeCN/H,O a 7% (v/v) [contendo TFA
0,1% (v/v)]; a eluigdo foi monitorada por medidas de absorgéo da radiacéo ultravioleta em 214 nm.
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Figura 10: Espectro UV da fragdo 2 do veneno da vespa Agelaia pallipes
pallipes, obtida no re-fracinamento por RP-HPLC (ver referéncia na figura 9),
mostrando um perfil de espectro UV com valores A ma tipicos para o grupo
hidroxi-indol .

O espectro ESI-MS, no modo positivo, para o composto presente na fragdo 2,

revelou um valor de m/z 177, na forma [M+H]" (figura 11).

APPIMS 25 (4.233) Cn (Cen,1, B0.00, Hi); Sm (SG, 3.00% Cm (15:26) Scan ES+
177.07 1 5667
100+
o]
160.04
178.21
18115 g
[ |
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140 148 180 158 160 168 170 175 180 185 120 198 200 205 210

Figura 11: Espectro de ESI-MS no modo positivo, do composto isolado da fragdo 2 do veneno da vespa Agelaia pallipes
pallipes.

O espectro de massas no modo MS/MS (figura 12), quando interpretado
(Esquema 2) e comparado os dados disponiveis no banco de dados do “Human
Metabolomic Database”

(http://hmdb.ca/scripts/show_card.cgi?METABOCARD=HMDBO00259.txt), e
ainda considerando-se a possivel presenca do grupo Hidroxi-Indol (conforme ja
discutido acima), indicam que o composto presente na fragdo 2 trata-se da

Serotonina (figura 13).
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Figura 12: Espectro de ESI-MS/MS no modo positivo, do composto isolado da fragdo 2 do veneno da vespa Agelaia

pallipes pallipes, mostrando um padrao de fragmentagao tipico para a serotonina.
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Figura 13: Estrutura molecular

proposta para o composto presente na
fragdo 2 do veneno de A. p. pallipes:
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Esquema 2: interpretagcdo do padrdo de fragmentagdo obtido o composto presente na fragdo 2 do

veneno de A.p. pallipes, por ESI-MSMS.
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A Serotonina ou 5-Hidroxitriptamina (5-HT) tem aplicagbes em praticamente
toda funcao fisiolégica ou comportamental concebivel como: afeto, agresséo,
apetite, cognicédo, emese, funcdo enddcrina, gastro-intestinal, motora, neurotrofica,
sensorial, sexual e vascular. De uma maneira geral, a presenca de serotonina nos
venenos pode estar relacionada ao mecanismo de produgédo de dor (Nakajima,
1986).
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4.2 PARTE Il - Compostos de Baixas Massas Moleculares Isolados do Veneno

de Agelaia vicina

Andlise dos Compostos de Baixas Massas

A figura 14 mostra o perfil cromatografico do veneno da vespa social Agelaia vicina
onde se observa 13 principais fragbes. Os compostos de baixas massas
moleculares podem ser encontrados nesse cromatograma através de
espectrometria de massas nas fragdes com tempos de retengéo variando entre 0 a

25 minutos. Os compostos com maior tempo de retengcdo constituem-se de

peptideos.
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Figura 14: Perfil cromatografico obtido como veneno bruto da vespa Agelaia vicina por RP-HPLC [coluna
NUCLEOSIL-C 18 (10 x 250 nm, 5 um)], utilizando-se um gradiente linear de acetonitrila entre 5 % a 60 % (v/v)
(contendo TFA 0,1% (v/v) ) e monitorado por absorgéo da radiagéo ultravioleta em 214 nm.
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42.1FRACAO1e5

Comparando-se os tempos de retencéo, absor¢gdo maxima no espectro UV e os
dados espectroscopicos de 'H-RMN e MS/MS (Anexo |, figuras A1 a A4) (obtidos
para as fragdes 1 e 5 do veneno de A. vicina, com aqueles mostrados acima nas
figuras de 3 a 7 (para a fragcdo 1) e nas figuras de 10 a 12 (para a fragédo 2) do
veneno de A. p. pallipes, observa-se o mesmo tempo de retengéo e o resultados
das analises espectroscopicas sdo muito semelhantes, entre as duas espécies de
vespas, indicando que as fragbes 1 e 5 do veneno de A. vicina, correspondem a

Histamina e Serotonina, respectivamente.

4.2.2 FRACAO 7

O espectro UV da fragdo 7 do veneno de A. vicina ndo apresentou maximos
de absorgao caracteristicos de cromoéforos aromaticos (dados nédo mostrados).

O espectro ESI-MS da fragcdo 7 no modo positivo (figura 15), revelou um ion
molecular de m/z 302 na forma de [M + HJ", que quando analisado por MS/MS
(figura 16) revelou a presenga de um pequeno peptideo, com uma seqiéncia G-I/L-
I/L-OH.

AVT 18 (3.055) Cn (Cen,2, 80.00, Ht); Sb (1,5.00 ); Sm (Md, 0.50); Cm (8:26)

Scan ES+
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Figura 15- Espectro de ESI-MS/MS no modo positivo, do composto isolado da fragdo 7 do veneno da vespa Agelaia vicina.
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Figura 16- Espectro de ESI-MS/MS no modo positivo, do composto isolado da fragdo 7 do veneno da vespa Agelaia vicina,
mostrando um padrdo de fragmentagdo de um peptideo com uma sequiéncia de residuos aminoacidos G-I/L-I/L-OH.

Este tripeptideo foi também analisado por quimica degradativa de EDMAN o
que confirmou sua estrutura como G-L-L-OH. Este tripeptideo corresponde aos
residuos 7 a 9 do peptideo quimiotactico Protonectina, ja isolado do veneno da
vespa Agelaia pallipes pallipes (MENDES et al., 2004), que atualmente vem sendo

estudado em ramificagdes desse projeto, em nosso préprio laboratério.
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4.3 PARTE Il - Andlise dos Compostos de Baixas Massas Moleculares

Isolados do Veneno de Polybia paulista

Andlise dos Compostos de Baixas Massas Moleculares

O veneno bruto da vespa social Polybia paulista foi fracionado sob fase
reversa, em coluna C18, e o perfil cromatografico obtido esta mostrado na figura
17. Os compostos de baixas massas moleculares podem ser encontrados nesse
cromatograma através de espectrometria de massas nas fragbes com tempos de
retencdo variando entre 0 a 30 minutos. Os compostos com maior tempo de

retengao constituem-se de peptideos.
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Figura 17: Perfil cromatografico obtido do extrato de veneno bruto da vespa Polybia paulista por RP-HPLC [coluna
NUCLEOSIL-C 18 (10 x 250 nm, 5 um)], utilizando-se um gradiente linear de acetonitrila entre 5 % a 60 % (v/v) (contendo
TFA 0,1% (v/v)), monitorada por absorgdo da radiagéo ultravioleta em 214 nm.

Os primeiros picos existentes nesse perfil cromatografico (fragdes 1 a 6) sdo
constituidos de compostos de baixas massas moleculares, e tiveram suas
homogeneidades avaliadas por espectrometria de massas ESI-MS, revelando-se
ndo homogéneas. Estas fragcbes foram entdo refracionadas por RP-HPLC,

utilizando-se como fase movel acetonitrila/agua a 2% (v/v) [contendo TFA 0,1%
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(v/v)] em eluigéo isocratica. O refracionamento dos picos 2, 3 e 4 resultaram em
muitas novas fragbes (resultados ndao mostrados), sendo cada uma delas
presentes em concentragbes muito reduzidas, para continuarem sendo
investigadas quimicamente por esta estratégia. Portanto para essa vespa, foram

analisadas somente as fragbes 1, 2, 5 e 6.

4.3.1 FRACAO 1

Pode-se observar no cromatograma de refracionamento, que a fracédo 1 é
constituida por dois picos (A e B), conforme mostrado na Figura 18. O pico “A” (6
mg totais) foi determinado como sendo o componente principal, devido a maior
quantidade de material obtido em sua separacéo, tornando-se o objeto inicial do
nosso estudo, enquanto o pico “B” ndo se apresentou suficientemente homogéneo

para ter seus estudos continuados quando analisado por MS.
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Figura 18: Perfil cromatografico de refracionamento da Fragdo 1 em eluigdo isocratica de
2% MeCN (v/v) [contendo TFA 0,1% (v/v)] obtida por RP-HPLC [coluna NUCLEOSIL-C
18 (10 x 250 nm, 5 um)], monitorada por absorgéo da radiacéo ultravioleta em 214 nm.

A etapa seguinte foi a determinagdo estrutural do composto, através de
espectrometria de massas tandem e ressonancia magnética nuclear.

A Figura 19 mostra os espectro de massas do tipo ESI obtido no modo positivo
para a fragdo 1A. O espectro mostra que esta fragdo apresenta-se bastante
homogénea com m/z 302 na forma [M+H]". Esse composto de massa molecular de
301 Da, mostrou-se bastante labil com relacdo a voltagem de cone de amostra, e

para que o mesmo fosse observado no espectro em sua forma intacta, foi
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necessario ajustar a voltagem de Cone para 10 V, valor esse muito reduzido para

grande maioria dos compostos naturais.
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Figura 19- Espectro de massas obtido com o uso de um potencial reduzido no cone de amostra por ESI-MS , no modo
positivo da Fragdo 1A do extrato de veneno da vespa Polybia paulista.

Em seguida a essas analises iniciais, este composto foi submetido a analises
de espectroscopia de RMN 1D e 2D.

O espectro de 'H (Figura 20) apresenta sinais na regido de 3,0 a 5,5 ppm,
possivelmente oriundos de carboidratos; em seguida estrutura a analise da
estrutura molecular do componente presente nesta fragdo foi realizada por '*C-
RMN (Figura 21),que mostrou sinais entre 60 e 100 ppm, caracteristicos de
carboidratos. Além disso, pdde ser observado no espectro de *C que os sinais
nessa regido (60 a 100 ppm) estéo todos duplicados, indicando a presenca de duas
formas anoméricas da glicose, i.e., nas formas a e B.

Podem ser observadas mais claramente, as duas formas anoméricas da
glicose (o e B) através dos sinais no espectro de RMN de 'H (Figura 20). No caso
da forma o, o H1 possui um & de 5,10 ppm e uma constante de acoplamento 3Ju1h2
= 3,3 Hz. Para a forma B o Hy possui um & de 4,5 ppm e uma constante de
acoplamento de Jyi2 = 7,8 Hz. Os sinais dos outros atomos de hidrogénio da

glicose aparecem todos na regido entre 6 3,3 a 4,0 ppm.




64

o Ji A | | |

AL \A A | :

/ 1= M -L J A\ |

bl B RS, o). SRy M, L DL O A -.Jé-ﬁ—.-—-.-ﬂﬂ-.-.-—r-v-,-

85 80 7.5 7.0 6.5 60 5.5 50 4.5 40 35 10 25 20 L5 10 0.5
(ppm)

Figura 20- Espectro de RMN de 'H a 500 MHz em D,0 do composto presente na fracdo 1A do veneno da vespa social
Polybia paulista.

No espectro de 'H (Figura 20) pode-se observar ainda a presenca de dois
tripletos um em 3,0 ppm e outro em 3,2 ppm, com constantes de acoplamento de
33u+=7,25 Hz. Esses tripletes foram atribuidos a dois grupos CH; que acoplam
entre si. A presencga desses dois grupos CH, pode ser observada no espectro de
RMN de "*C (Figura 21) em § 22,5 e 38,2 ppm, e pelo espectro DEPT (Figura 22).
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Figura 21- Espectro de RMN de "*C a 125 MHz em D,0 do composto presente na fragcdo 1A do veneno da vespa

social Polybia paulista.
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Figura 22- Espectro de RMN de "*C (DEPT) 125 MHz em D,O do composto presente na fragio 1A do veneno da

vespa social Polybia paulista.

O espectro de RMN de *C (Figura 21) possui ainda mais 5 sinais, sendo um
deles em 163,5 e outro em 163,2 ppm; Esses sinais em 163 ppm foram atribuidos
a um grupo de fungado imino-éster. A presencga desses dois sinais se deve ao fato
que esse grupo esta ligado ao carbono anomérico da glicose nas formas a e B,
fazendo que esses grupos imino-ésteres sejam diferenciados no espectro de RMN
de °C.

O espectro de 3c possui, ainda, outro sinal em 128,7 ppm que sugere a
presenca de um carbono quaternario, conforme determinado pelo espectro DEPT
(Figura 22).

Os sinais obtidos por RMN de 'H e '*C e suas caracteristicas ja discutidas
estdo representados nas tabelas 1, 2 e 3. A interpretacdo dos dados
espectroscopicos disponiveis indica que esta molécula é um glicosideo ligado a um

derivado da histamina denominado de 2,3,4-trihidroxi-5-(hidroximetil) tetrahidro-2H-
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pyran-1-il 3-(1H-imidazolil) propanimidato e esse composto foi denominado como

Polybiosideo (figura 23).

10 "N

Figura 23- Interpretacdo da estrutura molecular de Polybiosideo (fragdo 1A do veneno de P. paulista) nas
formas a (esquerda) e B (direita).

Tabela 1- Assinalamento dos sinais obtidos nas analises de RMN -'H (1D e 2D)
para o Polybiosideo nas formas o e p.

S (ppm) Atribuicao Sinal J (Hz)
8,54 H12 S --
7,26 H11 S --
4,52 H1 d 7,85
5,12 H1’ d 3,35
3,1 H2 dd --
3,39 H2’ dd --
3,36 HS5 m --

3,00-4,00 H3, H4 e H6 m -
3,22 H9 t 7,25
3,03 HS8 t 7,25




Tabela 2- Principais sinais obtidos
nas andlises de RMN - "°C para o
composto presente na fragdo 1A do
veneno da vespa Polybia paulista na
forma a.

3 (ppm) Atribuicao

22,5 Co
38,3 Cs
60,9 Ce
69,5 Cy
71,8 Cs
73,1 Co
76,1 Cs
92,4 Cr
117,3 Cu
128,7 Cio
134,2 Ci2
163,2 Cr

Tabela 3: Principais sinais
obtidos nas analises de RMN -
'3C para o composto presente na
fracdo 1A do veneno da vespa
Polybia paulista na forma .

3 (ppm) Atribuicao

22,5 Co
38,3 Cs
61,1 Ce
69,9 Ca
71,9 Cs
74,5 Co
76,3 Cs
96,3 C:
117,3 Cu
128,7 Cio
134,2 Ci2
163,5 Cr
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Através dos espectros de RMN em 2D g-COSY (figura 24) foi possivel

determinar as correlagées entre os acoplamentos spin-spin 'H-"H desta molécula,

conforme pode ser observado no espectro abaixo. Os 'H de nimero 3 a 6 da D-

glicose ndo puderam ser correlacionados por esse espectro, pois os sinais de suas

correlagcbes se situam muito proximos da linha diagonal de correlacdes, fazendo

com que os mesmos hao fossem legiveis nesse espectro. Pode-se notar nesse

espectro que ha um pequeno acoplamento a longa distancia entre H9 e H11,

devido a ocorréncia de dupla ligacdo entre C11 e C10 no anel aromatico de

imidazol.
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Figura 24- gCOSY- mapa de correlagéo (correlagdo homonuclear Préton-Préton) do composto correspondente a
fracdo 1A, do veneno bruto da vespa Polybia paulista.

Utilizando-se os espectros de g-HSQC (figuras 25 e 26) e g-HMBC (figura 27)
foi possivel determinar as correlacdes 'H-"C a uma e a mdltiplas ligacdes,
respectivamente, conforme pode ser observado nos espectros abaixo,

confirmando, em parte, a estrutura proposta.




Figura 25 - gHSQC (correlagédo heteronuclear a uma ligagdo Carbono-Hidrogénio) do composto extraido do
veneno bruto da vespa Polybia paulista.
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Figura 26 — Detalhe do espectro de gHSQC (correlagdo heteronuclear a uma ligagdo Carbono-Hidrogénio) do
composto extraido do veneno bruto da vespa Polybia paulista mostrando as correlagées C2-H2 e C5-H5.

Através da ampliacéo do espectro de gHSQC,(figura 26) foi possivel também
inferir os deslocamentos quimico de H5 (através da correlagdo com C5) e de C2,
visto que o deslocamento quimico de H2 ja havia sido determinado por sua
correlacdo com H1 através do espectro de gCOSY (figura 24). Através do espectro
de gHMBC (figura 27), pode-se notar a correlacao a multiplas ligagdes de C11 com
H12 e H8; do carbono quaternario C10 com H8, H9, H11 e H12 e C12 com H11.
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Figura 27- gHMBC (correlagédo heteronuclear a multiplas ligagdes entre Carbono-Hidrogénio) do composto extraido do
veneno bruto da vespa Polybia paulista

ApOs as andlises por espectrometria de RMN, a estrutura proposta foi
comparada com os espectro ESI-MS/MS em alta resolugéo (Figura 28), e foi
proposto um esquema de fragmentagao para a mesma (esquema 3) com base nos
valores de m/z obtidos para os principais ions-fragmentos observados neste

espectro.
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Figura 28- Espectro de massas sequenciais do tipo ESI-MS/MS para o composto de m/z 302,14 Da. Na forma de [M + H]+,
presente na fragao 1A.
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Esquema 3- Esquema de fragmentagéo para o Polybiosideo mostrada na figura 23.
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No espectro ESI-MS/MS do composto revelou os principais ions-fragmento
como m/z 286, 284, 275, 274, 268, 254, 250, 235,1, 221, 207, 190, 189, 183, 180,
173, 163, 147, 140, 138, 130, 122, 112, 98, 95 e 81 na forma de [M+ H]* (Figura
28). A interpretacao do padrdo de fragmentagdes do Polybiosideo em condigbes
de CID pode ser observado no esquema 3. Os ions de m/z 284 [M+H - 18] e m/z
266 [M+H - 36]" foram formados pela perda de uma e duas moléculas de agua,
respectivamente, a partir do ion molecular [M + H]*. Os ions de m/z 222 e 189
ocorrem na estrutura resultante da perda da primeira de agua, a partir do ion
molecular do Polybiosideo. Os ions de m/z 248 e 127 foram atribuidos a estrutura
formada apdés a perda de duas moléculas de agua sucessivas, a partir do ion
molecular do Polybiosideo. O ion de m/z 286 foi formado a partir da perda do NH,
a partir do ion molecular do Polybiosideo, [M+H - 16]" , enquanto que os ions de
m/z 268, 254 e 106 correspondem a fragmentag¢des ocorridas a partir do ion de
m/z 286. O ion de m/z 275 se origina aparentemente da fragmentacdo do anel
imidazol, com consequente formagao do cation azirina, com um padrao e rearranjo
de anel similar aquele previamente descrito para 1-metil-imidazol, (MAMER,;
LESIMPLE, 2005). A fragmentacdo da azirina a partir do ion de m/z 275 deu
origem ao ion de m/z 234, corroborando a existéncia de azirina no ion de m/z 275.

A perda do grupo imidazolil (m/z 67), a partir do ion molecular [M + H - 67]"
resultou na formacgéo do ion de m/z 235. A fragmentacgéo das unidades metilénicas
e do grupo imina, resultou na formacéo de duas series de fragmentos, i.e., os ions
que apresentaram retencao de carga no lado glucosil (m/z 235, 221, 207 e 180) e
seus fragmentos opostos, i.e., aqueles que apresentaram retencéo de carga no
lado do grupo imidazol (m/z 81, 95 122 e 138). O padrédo de fragmentacéo
proposto no Esquema 3 se ajusta muito bem a estrutura proposta para
Polybiosideo, corroborando com a elucidagao estrutural feita por analises de RMN.

Os padrbées de fragmentacdo observados, com o respectivo mecanismo, se

ajustam bem a estrutura proposta.
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Determinacdo da Atividade Bioldgica do Composto Obtida da Fracdo 1A do

Veneno da Vespa Social Polybia paulista

4.3.1.1 Bioensaios das Atividades Toxicas de Polybiosideo em Abelhas Apis

mellifera

ApO6s a analise de todos os parametros descritos na metodologia de
observacao de comportamentos, constatou-se que ndo houve paralisia e/ou morte
em abelhas Apis mellifera, indicando nao haver indicios de inseto-toxicidade nas
concentragdes testadas. Provavelmente, o Polybiosideo ndo é toxico para insetos
devido a n&o especializagdo do aparelho de ferroar de vespas sociais na captura
de outros Artropodes, pois as vespas sociais ndo utilizam seus venenos na captura
de outros artropodes, mas somente para defesa ativa, principalmente contra
vertebrados (EVANS, 1958; EVANS & EBERHARD, 1970; SCHIMIDT, 1990).

4.3.1.2 Mapeamento e Determinacdo dos Tipos Neuronais Ativados pelo

Polybiosideo no Encéfalo de Ratos

Expresséo de c-Fos.

A expressao de c-Fos observada apds a administracado icv do composto pode
ser observada nas figuras 29 a 32 que mostram um esquema do encéfalo dos ratos
na regido de cada corte, conjuntamente com fotos representativas dessas regides
marcadas por c-Fos (bregma 2.70 mm, - 0.30 mm, - 1.80 mm e - 3.14 mm):

o figura 29 que mostra a expresséao da proteina c-Fos no Cértex Pré-Limbico e
no Cortex Piriforme.

o figura 30 que mostra as marcagdes dessa proteina no Nucleo Septal Lateral
(Dorsal, intermediario e ventral).

e figura 31 que mostra essas marcacdes na Area Hipotalamica, no Nucleo
Paraventricular do Hipotalamo, na Area Hipotalamica Lateral, no Férnice, no

Terceiro Ventriculo e no Quiasma Optico.
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o figura 32 que mostra a expressdo dessa proteina na Regido CA1 do
Hipocampo, na Lamina Polimorfa do Giro Denteado, no Nucleo Paraventricular
Taldmico, Nucleo Intermédio Dorsal do Talamo, Nucleo Centro Medial, Nucleo
Rombdide, Nucleo Reuniens, Nucleo Central da Amigdala, divisdo capsular e no
Nucleo Dorsomedial do Hipotalamo. Estes resultados Evidenciam que esse

composto é neuroativo em diferentes regides do cérebro de ratos.
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Apds analise de todas as areas do encéfalo que expressaram c-Fos dentro dos
4 cortes coronais, pdde-se comparar essas regides aos resultados obtidos para o
grupo controle, o que permitiu inferir que essas marcagdes sao resultantes de
neuroatividade do Polybiosideo no SNC desses mamiferos, e uma analise
estatistica paramétrica (Teste t-student) com significancia de p< 0,05 indicou que
todas as regides marcadas, excluindo-se o nucleo central da amigdala, foram
estatisticamente significativas, em relacao aos respectivos controles.

Através da analise da contagem das células em doze regides diferentes dentro
dos 4 cortes coronais, que foram marcadas para expressao de c-Fos, tanto para o
grupo controle como para os animais tratados com a toxina, péde-se observar a
marcagao pela expressédo da proteina c-Fos em diversas areas do SNC desses
animais, principalmente no hipotalamo, hipocampo, nucleo septal lateral, nucleo
paraventricular do hipotalamo e coértex piriforme, esses resultados foram
sintetizados na tabela 4.

Tabela 4 - Numero de células (média +/- SEM) Mostrando as células Fos-imunoreativas de ratos
submetidos ao tratamento com salina [0,9% (m/V)] e com o Polybiosideo (0,1ug/uL).

Regides Polybiosideo Salina (controle)

Cortex piriforme 154 + 5,33 * 7,00 £ 3,00

Nucleo septal lateral 102,00 £7,21 * 4,67 + 2,51
Area hipotalamica Anterior 124,33 £ 6,65 * 40,00 + 5,56
Nucleo paraventricular do hipotalamo 79,33+ 6,51* 9,00 + 3,00
Nucleo dorsomedial do hipotalamo 14,00 + 2,00 * 1,33+ 0,57
Hipocampo 83,33 +6,11* 2,67 +2,08

Nucleo reuniens 17,67 £2,52 * 1,33+ 0,58

Nucleo rombéide 10,00 £ 2,00 * 1,33+ 0,58

Nucleo centro medial 12,67 £3,05* 1,67 £0,58
Nucleo intermédio dorsal 12,67 £2,52 * 2,00+£1,73
Nucleo paraventricular do talamo 39,33+£3,05* 3,00 £2,00
Nucleo central da amigdala 16,67 + 3,51 3,67 £2,08

As células Fos-imunorreativas foram contadas em areas fixas de 1mm’ em todas as regides acima
descritas. Os valores atribuidos na tabela sdo referentes as médias (+ SD) do numero de células fos-
positivas, n=3, sendo o grau de significancia p< 0,05 (teste t-Student) observado em todas as areas (*),
exceto para o nucleo central da amigdala.
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Andlise das Duplas Marcacdes

Com a finalidade de identificar a natureza bioquimico-farmacologica dos
receptores neuronais, das diferentes regides do cérebro dos ratos em que o
composto agiu, cortes paralelos das mesmas regides foram submetidos a ensaios
de duplas marcacdes, pela técnica de imunohistoquimica, utilizando-se de anti-
corpos especificos para diferentes tipos e sub-tipos de receptores nervosos.

Os resultados para as duplas-marcagdes evidenciaram que Polybiosideo
possui afinidade a diferentes tipos de neurdnios, principalmente os glutamatérgicos,
AMPA- e NMDA- dependentes em diferentes regides cerebrais, que incluem
principalmente as marcacdes do Cortex piriforme por rGluys e NMDA-R+, nucleo
septal lateral por rGluys, nucleo paraventricular do hipotalamo por rGlugys, NMDA-R
e TH, hipocampo por rGluyz € NMR4, do nucleo de Reuniens e do nucleo central
da amigdala por rGluzs e NMDA-R; e Area Hipotalamica Lateral por rGlugs, NMDA-
R1e Orexina, conforme pode ser visualizado na figura 33 e na ampliacéo de alguns
detalhes dessa imagem na figura 34. Pode-se ainda, observar na figura 35 que
existe uma sobreposi¢cao da marcagédo da expressdo da proteina c-Fos sozinha e
da dupla marcacgao, o que indica que a maioria dos neurdnios ativados pdde ter seu
mecanismo de ativacdo identificado pela técnica da dupla marcacgéo. A figura 36
mostra a representagdo das porcentagens de neurdnios duplamente marcados

encontrados nos animais tratados com Polybiosideo.
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Figura 35- Esquema comparativo ilustrando as areas que expressaram c-os e dupla marcagdo, apés administragdo de
Polybiosideo (concentragdo 0,1 pg/uL) . De A a C; Expressdo de c-Fos (vermelho); de D a F: Co-localizagdo da proteina
c-Fos com receptores Glu2/3 (amarelo) e de NMDA-R1 (de G all).
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Figura 36- Representagéo das porcentagens de neurbnios duplamente marcados encontrados nos animais tratados com
Polybiosideo (concentragdo 0,1 ug/ulL). Abreviagdes: Pir- Cértex Piriforme; LS- Nucleo Septal Lateral; AH- Area
Hipotaldmica; PVH- Nucleo Paraventricular do Hipotalamo; DMD- Nucleo Dorsomedial; HP- Hipocampo; Re-Nucleo de
Reuniens; Rh- Nucleo Romboide; CM- Nucleo Central Medial; IMD- Nucleo Dorsal Intermedial; PVA- Nucleo Paraventricular
do Talamo; CeC- Nucleo Amigdaléide Central.

As duplas marcagbes foram observadas na maioria dos casos onde
ocorreu a expressdo de proteina c-Fos, podendo-se observar uma quantidade
significativa de neurénios duplamente marcados conforme pode ser observado na

sintese dos resultados mostrada na tabela 5.

Tabela 5- Porcentagem de neurbnios duplamente marcados fos/rGlu,;, fos/NMDA-
R1,fos/TH e fos-orexina

Regides Glu2/3 NMR1 Orexina TH
Cértex piriforme 33,6% 36,4%
Nucleo septal lateral 36,5%
Area hipotalamica 9,1% 9,6% 1,8% | e
Nucleo paraventricular do hipotalamo 23,8% 17,5% | - 46,7%
Nucleo dorsomedial do hipotalamo
Hipocampo 24,2% 9,1%
Nucleo reuniens 11,1% 28,6%
Nucleo rombdide 13,1% 7%
Nucleo centro medial 5,2%
Nucleo intermédio dorsal 13,5%
Nucleo paraventricular do talamo 9,3% 7%
Nucleo central da amigdala 20% 14,5%

As regides tracejadas indicam a inexisténcia de células duplamente marcadas
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Analisando-se os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se notar que

essa toxina agiu principalmente nas seguintes regides:

e Cortex Piriforme que esta relacionado ao sentido de olfato (HOFFMAN;
HABERLY, 1996), através de receptores glutamatérgicos do sub-tipo AMPA,
responsaveis por fungdes criticas de transmissao sinaptica no SNC, e do
sub-tipo NMDA, que sdo responsaveis por estimulos repetitivos e de longa
duragdo no SNC (STONE, 1995).

¢ Nducleo Septal Lateral, responsavel por informacgdes sensoriais, aprendizado
e memoria (ADAMS; MOGHADDAM, 2000), além de papéis na regulacao da
ansiedade e depressao (ESTRADA-CAMARENA et al., 2002) através de
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA.

e Area Hipotalamica Anterior, responsavel por sintetizar e secretar
neurohormdnios, controlando a temperatura corporea, fome, sede, fadiga,
desejo sexual, raiva e ciclo circadiano (HARDLEY, LEVINE, 2007),
principalmente através de receptores orexinérgicos responsaveis,
principalmente, pela regulacao do apetite (FLIER; MARATOS-FLIER, 1998)
e glutamatérgicos do sub-tipo NMDA e AMPA.

¢ Nucleo Paraventricular do Hipotdlamo é um dos mais importantes centros
autonOmicos no cérebro e €& responsavel pela regulagdo hormonal de
diversos mecanismos como pressao sanguinea, taxa de batimentos
cardiacos, controle do estresse, crescimento, reproducdo, e outras fungdes
autonOmicas mais tradicionais como a gastrointestinal e renal (FERGUSON
et al., 2008), marcado através de antigenos anti-Tirosina Hidroxilase que é
uma enzima que participa da conversdao do aminoacido L-tirosina para
Dihidroxifenilalanina (DOPA), que é um precursor da dopamina, que por sua
vez € uma precursora de norepinefrina (noradrenalina) e epinefrina
(adrenalina) (NAGATSU et al.,, 1964); aparentemente, isto sugere que o
Polybiosideo pode agir em receptores DOPAminérgicos ao nivel do nucleo
paraventricular do hipotalamo, e essa regido também foi marcada por
receptores glutamatérgicos dos sub-tipos AMPA e NMDA.
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e Hipocampo possui papel na memoria de curta duragéo e navegacao espacial
além de um possivel papel no controle da ansiedade (GRAY;
MCNAUGHTON, 2000; SCOVILLE; MILNER, 1957), através de receptores
glutamatérgicos dos sub-tipos AMPA e NMDA.

Existem alguns relatos na literatura de que a histamina altera a expressao de
B-defensinas humanas do tipo 2 (HBD-2) em queratindcitos em cooperagao com
TNF-a ou IFN-y, através da ativacdo da expresséo da proteina c-Fos induzida pela
histamina (KANDA; WATANABE, 2007). Essas HBD-2 sado peptideos catidnicos
com acgao antimicrobiana de amplo espectro contra bactérias gram-negativas que,
além de serem encontrados em células epiteliais, também podem ser encontrados
no sistema nervoso central de humanos (HAO et al., 2001) e isso sugere que a
histamina também possui um papel na defesa antimicrobiana tanto para infeccbes
cutdneas como para as que ocorrem no SNC. Entretanto, ndo foram encontrados
relatos sobre a inducdo por compostos similares a esse da expressao de proteinas

c-Fos no SNC de mamiferos para comparag¢ao com os resultados obtidos aqui.

4.3.1.3 Ensaios de Neurotoxicidade e Neuroprotecdo do Polybiosideo em

Ratos Wistar

Uma vez que foram identificadas as varias regides do cérebro onde o
Polybiosideo age, bem como foram identificados as naturezas farmacoldgicas de
receptores nervosos, destas regides, escolhemos uma delas (a regido hipocampal),
rica em receptores neuronais glutamatérgicos do sub-tipo NMDA (SALAMONI et
al., 2005), e desenvolvemos prepara¢des da mesma para realizagao de ensaios de
eletrofisiologia, voltados para estudos de mecanismo de agéo do Polybiosideo.

Nos registros obtidos ap6s a administragcdo de aproximadamente 1uM do
Polybiosideo, por perfusdo desses neurbnios com solugdo de Ringer normal,
observou-se a auséncia da atividade epileptiforme induzida por esse composto,

conforme discutido a seguir.
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A figura 37 A mostra a variagdo do potencial de membrana dos neurénios, em
funcdo da corrente aplicada, antes e depois do tratamento com Polybiosideo. Os
resultados mostram uma grande linearidade entre essas variaveis, sendo que os
valores limitrofes estdo absolutamente dentro dos parametros normais em relacéo
aos parametros de analise descritos por Salamoni et al. (2005), indicando que o
Polybiosideo ndo causou qualquer dano aos neurénios; inclusive a curva controle
do potencial intracelular ndo apresentou qualquer variagéo significativa. A figura 37
B mostra o registro intracelular do neurdnio na presenca de solugédo de Ringer
normal contendo Polybiosideo na concentracdo de 1 pM, mostrando a néo

toxicidade do mesmo para neurdnios hipocampais.
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Figura 37 A - Rato controle: 60 dias de solugéo salina peso 200 g. Variagdo do potencial
de membrana mostrando a viabilidade dos neurdnios hipocampais em curva de voltagem x
corrente antes e depois do tratamento com 0 — Mgz+ e aplicagdo do Polybiosideo em tecido
hipocampal de rato. B - Registro intracelular do neurénio na presencga de solucéo de Ringer
normal contendo Polybiosideo (concentragédo 1 pM).
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Foram analisados também registros de perfusdo dos neurénios com atividade
espontanea normal (figura 38), e com atividade epileptiforme induzida pela
perfusdo com solugdo de Ringer, em auséncia de ions Mg*? (figura 39).

Nos registros obtidos, apds a observacao do padrdo de descargas durante todo
o registro eletrofisioldgico de ambos os experimentos, os neurbnios apresentaram
uma forte reducado tanto na atividade esponténea (Figura 38), como na atividade
epileptiforme induzida (Figura 39), ap6s a perfusdo dos neurbnios com o
Polybiosideo, revelando um efeito neuroprotetor do mesmo. A lavagem e nova
inducéo da atividade epileptiforme permitiram verificar a reversibilidade desta acao.

Para uma melhor compreensao destes efeitos deve-se considerar que quando
da abertura dos canais de ions Ca*? regulados por receptores de Glutamato (do
sub-tipo NMDA), ocorre um influxo de ions Ca*? para o interior do neurénio; o efeito
eletrofisiolégico observado é de aumento da intensidade do potencial registrado.
Isso ocorre espontaneamente varias vezes a cada unidade de tempo. Quando o
canal de ions Ca*? se fecha, ocorre o efluxo de ions Na*, reduzindo o potencial de
membrana. Desta maneira, o registro normal revela uma série de picos que
representam os aumentos e diminuicbes de potencial (SALAMONI et al., 2005).
Considerando-se o0s resultados obtidos, pode-se sugerir que a adigdao de
Polybiosideo ao meio de perfusdo bloqueie a abertura dos canais de ions calcio,

eliminando a grande maioria dos picos (figura 38).

_ i 20mV

Atividade espontinea T Ringer narmal + Polyhinsidea L
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Figura 38- Registro intracelular dos neurdnios hipocampais de CA1 na atividade espontanea, na auséncia e presenga de
Polybiosideo (concentragdo 1 uM).

O registro da figura 39 mostra o funcionamento do mesmo sistema de
neurbnios, na auséncia de ios Mg+2, O que causa a perda da capacidade

regulatéria dos receptores de Glutamato, que por sua vez, causam a abertura
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quase que permanente dos canais de Ca*?; o resultado disso é a ocorréncia de um
numero muito maior de picos (de aumento de potencial), que aquele observado no
funcionamento espontaneo dos neurdnios (figura 38). O composto
Polybiosideo,quando presente na solugdo de Ringer (na auséncia de ions Mg*?),
bloqueia fortemente este funcionamento anormal (epileptiforme) dos neurdnios.
Portanto, sugerimos aqui que Polybiosideo possa ser considerado um potente

agente anti-epiléptico, quando ensaiado in vitro.

20m\]

I+ 1min
0-Mqg T Polybiosideo
MP - 105 mV WP -103mV

Figura 39- Registro intracelular de neurénios hipocampais de CA1 na atividade epileptiforme induzida, na auséncia e
presenca de Polybiosideo (concentragdo 1 pM)

Polybiosideo possui uma molécula de o, piranose ligada a um grupo
imidazolil propanimidato e, portanto, para melhor compreensdo dos resultados
obtidos até agora, é importante a compreensao do papel de compostos similares a
histamina e imidazolinicos na neuromodulagéo do Sistema Nervoso Central.

Em experimentos com inducdo de epilepsia pela remoc¢do de ions Magnésio
em neurbnios hipocampais de ratos, realizados por Skaper et al. (2001), foi
demonstrado que a histamina proveniente de mastocitos pode aumentar
diretamente a sensibilidade dos neurdnios hipocampais a toxicidade por excitagaéo
mediada sinapticamente, envolvendo receptores NMDA, potencializando
significantemente a morte celular dos neurdnios nessas condigbes de hiper-
excitabilidade (SKAPER et al.,, 2001). Essa ativacdo de receptor ocorre
presumivelmente em sitios sinapticos, que de acordo com esses autores podem
estar relacionados a eventos que ocorrem no status epilepticus (SKAPER et al.,

2001). Dessa forma, a histamina pode causar um aumento mais duradouro da
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populacéo de sinais no registro eletrofisiografico e pode facilitar a indugao de uma
potenciacao de longo termo em fatias de hipocampo de roedores. A histamina n&o
causou danos em condigdes normais com a presencga de ions Magnésio (SKAPER
et al., 2001).

Os resultados obtidos pelos autores supracitados, se comparados com o0s
obtidos no presente trabalho, sugerem que o composto Polybiosideo apesar de
conter uma molécula similar a histamina em sua estrutura, possui o efeito de
diminui¢do da populacao de sinais no registro eletrofisiografico, o oposto do que foi
descrito na literatura para a molécula de histamina sozinha, demonstrando uma
acao direta deste nos receptores glutamatérgicos do sub-tipo NMDA, bloqueando
tanto a atividade espontanea como a atividade epileptiforme induzida.

Geralmente, de maneira oposta aos resultados obtidos por Skaper et al., (2001)
para neurdnios hipocampais, contendo receptores glutamatérgicos do sub-tipo
NMDA, as agoes eletrofisiolégicas da histamina antagonizam as oscilagdes ritmicas
lentas e sincronizadas ou o disparo hiperativo de neurbnios talamo-corticais
levando a uma atividade de pico unico. A atividade de pico unico € devida a fungéo
de transmissdo de sinais sensoriais, influenciando a atividade corticotalamica
ascendente e descendente, enquanto, a atividade de disparo hiperativo esta
relacionada com algumas fungdes cerebrais, tais como o sono de ondas curtas e
patologias como as crises epilépticas relacionadas aos neurbnios corticais
(SANGALLI, 1997).

Os neuromoduladores ascendentes como a histamina, bloqueiam a atividade
neuronal sincronizada, para que seja possivel acordar do sono e a ativagao desses
sistemas sincronizados esta relacionada aos disparos sincronizados dos neurdnios.
Esse mecanismo € consistente também com a inducdo de sono e ao efeito pro-
convulsivante de anti-histaminicos que atuam como antagonistas no receptor H1
(SANGALLI, 1997).

Além de relatos como esses acima, para compostos antagonistas no receptor
histaminérgico de H1, também existem relatos de convulsdes neurotoxicas
induzidas por antagonistas no receptor histaminérgico H2, como a cimetidina,

ranitidina, famotidina e nizatidina quando injetados via icv no cérebro de
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camundongos. Nesse experimento, foi observada uma dose-dependéncia de
convulsdes tdnicas e/ou clénicas com os valores de EDsg de 997, 662, 23,4 e 404
nmol para cimetidina, ranitidina famotidina e nizatidina, respectivamente
(SHIMOKAWA et al., 1996).

Outro dado relevante, para este trabalho, esta relacionado ao fato de que
algumas drogas imidazolinicas exercem efeitos neuroprotetores em modelos de
isquemia cerebral e também possuem efeitos contra morte neuronal cerebelar de
ratos, induzidas por bloqueio de correntes de NMDA, e esse efeito neuroprotetor
pode estar de acordo com os dados obtidos no presente trabalho. Uma dessas
drogas, a Antazolina, reduziu a neurotoxicidade mediada por NMDA em culturas de
neurdnios hipocampais de ratos e em um modelo in vitro de status epilepticus
induzido por pilocarpina, diminuindo a neurotoxicidade mediada por NMDA e
também bloqueando a corrente voltagem-dependente de NMDA com acéao
rapidamente reversivel (MILHAUD et al., 2003).

4.3.2 FRACAO 2

Apds comparagado dos dados de espectroscopicos (tempo de retencdo, RMN,
MS e MS/MS) obtidos para a fragcdo 2 do veneno da vespa social P. paulista
(Anexo I, figuras A5 e AB), com os dados obtidos para fragdo 1-4 do veneno da
vespa A. p. pallipes, concluiu-se que o composto encontrado da fragdo 2 do veneno

de P. paulista trata-se Histamina.

4.3.3 FRACAOS5

A fracdo 5 (1 mg total) do veneno de P. paulista também foi analisada pela
abordagem escolhida nesse trabalho, pois foi obtido aproximadamente 1mg de
componente puro da mesma, néo necessitando de re-fracionamento.

Através da técnica de ESI-MS foi determinado que este composto possui m/z

de 122 na forma de [M + H]" (figura 40) e a fragmentacdo do mesmo, através da
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técnica ESI-MS/MS revelou os ions-fragmentos de m/z 104.90 e 78.51 a partir do

ion molecular (figura 41).
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Figura 40- Espectro de massas ESI_MS obtido no modo positivo da Fragédo 5 do extrato de veneno da vespa social Polybia
paulista.
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Figura 41- Espectro de massas ESI-MS /MS obtido no modo positivo da Fragdo 5 do extrato de veneno da vespa social
Polybia paulista.

Em seguida as analises por espectrometria de massas, esse composto foi
analisado por "H RMN (figura 42) onde se pdde observar os seguintes sinais:

e Um Tripleto em 3,02 ppm com J= 2,0 Hz (ampliagdo na figura 43)

e Um Tripletoem 3,3 ppm com J= 2,0 Hz (ampliagc&o na figura 43)

e Dois multipletos em 7,4 e 7,35 ppm
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Figura 42- Espectro de RMN- "H em D,O da fracdo 5 do veneno da vespa social Poybia paulista
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Figura 43- Ampliagédo do espectro de RMN- "H mostrando dois tripletos em 3,02 e 3,3 ppm

Os dois tripletos, que podem ser melhor observados na Figura 43, acoplam-se

entre si e possuem deslocamentos quimicos ligeiramente diferenciados sugerindo a
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presenca de um grupo mais eletronegativo ligado a um dos grupos CHy vizinhos e
os multipletos, na regido de 7,4 ppm, sugerem a presenca de um anel benzénico
na estrutura. Com base nos dados obtidos por '"H RMN e da comparagao dos & dos
sinais obtidos com os da literatura (ABEL et al., 1999), juntamente com o padrao de
fragmentacdo deste composto, foi possivel concluir que esse composto é a 2-
feniletilamina (FEA) (figura 44), cujo esquema de fragmentacao esta representado

no esquema 4.

NH,

Figura  44- Estrutura  quimica
proposta para o composto presente
na fragdo 5 do veneno da vespa
P.paulista: 2-Feniletilamina
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Esquema 4- Esquema de fragmentagéo da 2-Feniletilamina obtida da fragdo 5 do veneno
da vespa social Polybia paulista

Esse composto foi isolado do veneno de vespas pela primeira vez em 1986 a
partir das vespas Paravespula vulgaris e Paravespula germanica (SCHRADER et
al.,, 1986) e, mais recentemente, foi isolado de formigas do género Messer
encontradas na regiao de Israel (CRUZ-LOPES et al., 2006), porém a sua fungéo

em venenos animais permanece nao esclarecida.
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A FEA é uma amina endégena em mamiferos, relacionada as anfetaminas que
€ sintetizada pela descarboxilacao da fenil-alanina em neurbnios dopaminérgicos
do sistema nigroestriatal e pode agir como um neuromodulador na
neurotransmissdo da catecolamina no cérebro de mamiferos (BARROSO;
RODRIGUES, 1996). A feniletlamina n&o €& armazenada em vesiculas
intraneuronais e é rapidamente degradada pela enzima Monoamino Oxidase B
(MAO B). Apesar de sua meia vida curta, a feniletilamina tem chamado a atencéo
como uma anfetamina enddgena, pois pode potencializar a neurotransmissao
catecolaminérgica e induzir hiper-reatividade estriatal (JANSSEN et al., 1999).

O mau funcionamento do sistema dopaminérgico esta envolvido em algumas
desordens mentais como a depress&o (LANDEN; THASE, 2007). A 2-FEA aumenta
os niveis extracelulares de dopamina e outras monoaminas no SNC, enquanto que
ao mesmo tempo inibe o disparo de neurénios dopaminérgicos (ISHIDA et al.,
2005); essa substancia também modula a transmissé&o noradrenérgica, sendo uma
substancia simpatomimética (PATERSON, 1993) e também & um antagonista em
receptores GABAérgicos, além de diminuir potenciais inibitérios sinapticos em
neurénios do SNC, confirmando seu papel como neuromodulador (FEDERICI et al.,
2006). Baixos niveis desse neuromodulador sdo encontrados em casos de
depressdo e desordem de déficit de atencdo (BAKER et al., 1991) e altos niveis
sdo encontrados em quadros de esquizofrenia (POTKIN et al., 1979), estando
associado com baixa dopamina na desordem de déficit de atencdo e depresséo e
alta dopamina em esquizofrenia.

Também foi relatado na literatura que as concentragbes de 2-FEA no fluido
cérebro-espinhal (CSF) em pacientes com doenga de Parkinson, que é causada
por uma degeneragado neuronal nigroestriatal progressiva, foram significantemente
menores do que em pacientes com neuropatia periférica e controles (ZHOU et al.,
1997).

As anfetaminas e outras drogas similares a feniletilamina estdo entre as drogas
de abuso mais comuns, e muitos dos seus efeitos comportamentais estéo
relacionados com os efeitos dessas substancias na neurotransmisséo

dopaminérgica, facilitando-a e principalmente aumentando o efluxo de dopamina a
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partir de um unico pool citoplasmatico. Foi relatado que anfetamina, tirosina,
feniletilamina e octopamina possuem efeitos qualitativamente similares sobre a
liberagdo de Dopamina endégena e [*H] Dopamina. A inibicdo de enzimas
Monoamino oxidases (MAQO) potencializou esses efeitos (PARKER; CUBEDDU,
1988). A figura 45 resume alguns dos principais compostos derivados da 2-

feniletilamina.

Figura 45- Principais compostos derivados da 2-feniletilamina (modificado de http://en.wikipedia.org/wiki/File:Overview_
Phenethylamines.png)

A ligagdo especifica de (+)-[°’H] anfetamina ao hipotdlamo é altamente
confinada a membranas sinaptossomais, rapidamente reversivel, e sensivel ao
calor e enzimas proteoliticas com dois possiveis sitios de ligagcao determinados por
analise de Scatchard de equilibrio de ligagdo (PAUL et al., 1982). Também foi
demonstrado que os sitios de ligagdo ndo estdo relacionados com receptores
previamente descritos para neurotransmissores ou drogas, mas sao especificos
para anfetamina e derivados da feniletilamina (PAUL et al., 1982). As afinidades
relativas de uma série de derivados da feniletilamina para sitos de ligacéo de (+)-
[*H] anfetamina nas membranas hipotalamicas estdo altamente correlacionados
com seus potenciais como agentes anoréxicos, sugerindo a presenca de sitios
especificos no hipotalamo que regulam a atividade anoréxica da anfetamina e
drogas relacionadas (PAUL et al., 1982).

Investigagbes mais recentes também indicam que altas concentragdes de
Dopamina podem inibir respostas mediadas por receptores NMDA pelo bloqueio de

canal do receptor de NMDA e devido a similaridade estrutural de dopamina e
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anfetaminas, foi possivel determinar que a anfetamina também pode atuar como
um antagonista de respostas mediadas por receptores NMDA in vitro por dois
mecanismos diferentes, provavelmente, através da interagdo direta com dois
diferentes sitios de ligacao nesse complexo receptor/canal (YEH et al., 2002)

Considerando-se as atividades ja descritas na literatura para esse composto,
pode-se sugerir que seu papel na autodefesa de vespas sociais contra predadores,
que na maior parte dos casos sdo vertebrados, seja o de potencializar o panico,
desorientacdo, taquicardia, entre outros efeitos ja descritos para o veneno de
vespas sociais em mamiferos. Estas acbes devem se somar ao conjunto de outras
acbes ja conhecidas dos venenos de vespas sociais, que em conjunto ndo sao
letais, porém causam um grande desconforto fisico as vitimas de ferroadas
compondo a chamada “defesa mneuménica”, fazendo com que muitas pessoas e
animais desenvolvam uma fobia incontrolavel em relacdo a esses insetos
(SCHIMIDT, 1986). Esses sintomas devem aumentar o efeito “traumatico” desses
venenos, quando em conjunto com os outros efeitos causados pelo coquetel de
toxinas presentes nesses venenos, aumentando o sucesso de autodefesa da
coldnia.

Devido a pouca quantidade de material disponivel no veneno para obtencao de
atividades biolégicas, esse composto foi adquirido em sua forma comercial da

Sigma-Aldrich Chem. Co., para a realizagao de ensaios bioldgicos.
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4.3.3.1. Determinacao da Atividade Biol6gica do Composto Obtido da Fracéo
5 (2-feniletilamina) do Veneno da Vespa Social Polybia paulista: Eensaio de
Toxicidade em Abelhas

Apds a aplicacéo deste composto na hemocele das abelhas péde-se notar
um aumento da atividade das mesmas, que ficaram hiperativas em relacdo ao
grupo controle. Depois de 15 minutos da aplicagdo, foi observado que todas as
abelhas dos grupos 1 e 2 (110 ng/mg e 70 ng/mg) ficaram sem capacidade de
coordenar seus movimentos, com a regiao ventral voltada para cima e a proboscide
para fora. Este efeito durou por aproximadamente 6 horas, enquanto as abelhas
dos grupos 3, 4 e 5 (50ng/mg, 30 ng/mg, 10 ng/mg) apresentaram 60%, 40% e
20% desse efeito, que durou 3 horas, 2 horas e 45 minutos, respectivamente. O
valor de EDsy determinado para essas abelhas apos 15 minutos foi de 64,77 + 5,47
ng/mg (n=3) de abelha (figura 46). Este resultado foi estatisticamente significante
se comparado com o grupo controle (salina) através do teste t-student (p<0,05).
Comparando-se os efeitos da 2-FEA com dados da literatura em relagdo aos
efeitos da toxina PWTX-l (alcaléide da familia das tetrahidro-B-carbolinas)
(SAIDEMBERG et al., 2009), pode-se notar que a 2-FEA possui um efeito de
paralisia na mesma faixa que a toxina alcaldéide (EDsp= 33 ng/mg para o
enantiomero (-) PWTX-I).
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Figura 46- Curva de Dose-Efeito para a 2-FEA em abelhas africanizadas
(Apis mellifera).
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4.3.3.2 Bioensaios das Atividades Toéxicas da Feniletilamina em

Microcrustaceos Daphnia similis

Como nao foi possivel detectar letalidade, mesmo com altas concentragdes
de 2-feniletilamina, por injecdo na hemocele de abelhas africanizadas, optamos por
um ensaio realizado com o microcrustaceo Daphnia similis que &€ muito sensivel a
presenca de substancias toxicas em seu meio ambiente e, portanto, &€ geralmente
empregado para se avaliar a toxicidade de efluentes sobre a vida aquatica
(GUIMARAES, 2004), que em muitos casos, incluem substancias inseto-toxicas.
No caso desse trabalho esse ensaio foi adaptado para se avaliar a
letalidade/toxicidade desse composto. As seguintes concentragdes foram testadas
no meio de cultura do microcrustaceo Daphnia similis nas concentracdes de 70
ug/mL, 50 pug/mL, 30 pg/mL, 10 ng/mL e um grupo controle, por um periodo de 48

horas a fim de se estabelecer a dose letal para 50 % dos organismos testados.

Tabela 6- Resultado da determinagao da dose letal para 50% (DLso) em um periodo de 48
horas para o microcrustaceo D. similis.

Amostra DLso (ug/mL) 48h UT = 100/DLso 48h
*inferior 30 34
Feniletilamina 42 2,4
*superior 59 1,7

*Limite de confianga a 95%. Método: Ensaio adaptado a partir da norma CETESB L5.0018
(1991) e NBR ABNT 12713 (2004).

Analisando-se os resultados obtidos na tabela 6 pdde-se confirmar que a
2-feniletilamina somente € letal para invertebrados em altas concentragdes, quando
comparado com dados da literatura para ensaio de atividades toxicas com
microcrustaceos do mesmo género, em relagdo aos compostos bifenil
polibrominado e difenil éter polibrominado (NAKARI; HUHTALA, 2008) e outros
compostos como Poliamidoamina (PAMAM) (NAHA et al., 2009), que apresentam
toxicidade frente ao micro-crustaceo na faixa de concentragcbes da ordem de ug/L;
Isto indica que, a 2-FEA é aproximadamente, 1000 vezes menos potente que os

compostos considerados como tdxicos pela literatura.




102

4.3.3.3 Avaliacao da Atividade Geral de Ratos Wistar por Campo Aberto
Apés Injecao de 2-FEA

Uma vez que o composto 2-feniletilamina pode induzir depresséo e
ansiedade, e drogas similares a 2-FEA como norepinefrina e dopamina que,
também possuem esta propriedade, podem produzir alteracbes na atividade motora
dos animais (SOCHA et al., 2008), foi nosso objetivo avaliar se a 2-FEA, acarretaria
alteracdo desta atividade e, para isso, foram testadas as doses de 0,5, 1, 2 e 4
ug’kg. Observamos que 30 minutos ap6s o tratamento, a 2-FEA, acarretou
alteracdo na freqiéncia de locomocéao (Figura 47) e de levantamento do corpo,
apoiado nos membros traseiros (Figura 48) dos animais, quando comparado aos
animais controles, tratados com salina. Por outro lado, 2 horas apds a
administragcdo do composto ja ndo foi mais observado nenhuma alteracdo nos

parametros de freqiiéncia de locomogao e levantamento do corpo (resultados n&o

mostrados).
Locomogéao Levantamento do corpo
1504 ) 404 )
E3 Salina Salina
E=E 0,5 microgramasikg E=E 0,5 microgramas/kg
8 E3 1 microgramalKg ] E3 1 microgramalkKg
= @D 2 microgramas/kg z [0 2 microgramasikg
'g_ 4 microgramas/kg 'g_ 4 microgramas/kg
@ @
fr fr
Tratamentos Tratamentos

Figura 47 - Efeito da 2-feniletilamina sobre a atividade Figura 48 - Efeito da 2-feniletilamina sobre a atividade de

locomotora dos ratos 30 minutos apés a administragdo i.p.; levantamento corporal dos ratos 30 minutos apds a

* p< 0,05 em relagéo ao grupo tratado com salina (controle). administragdo i.p.; * p< 0,05 em relagdo ao grupo tratado
com salina (controle).

As frequiéncias de Locomocgéo (Figura 47) e Levantamento (Figura 48) foram
avaliados no Campo Aberto, por um periodo de 9 minutos de observacéo, 30
minutos apos a administracao i.p. da 2-FEA (0,5, 1, 2 e 4 ug/kg). O grupo controle
foi composto por animais que receberam salina (S), nas mesmas condi¢des

experimentais. Os dados representam a médiate.p.m. de 10 animais por grupo. *
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P<0,05 em relacdo ao grupo controle com salina (ANOVA, Bonferroni). Pode-se
notar ap6s 30 minutos, que esse composto apresenta um potente efeito de
diminui¢do da locomoc¢ao e de levantamento, nas concentracdes de 1, 2 e 4 ug/Kg
em relacdo ao grupo controle com salina. Além disso, ndo foi observado o
desenvolvimento de catatonia nos animais para nenhuma das concentragdes
testadas. Também foi observado um aumento dessas atividades a partir da
concentragdo de 6 ug/Kg, apos 30 minutos de administracdo i.p. (resultado ndo
mostrado). Esses resultados apresentaram-se aproximadamente 1000 vezes mais
potentes que aqueles geralmente apresentados na literatura, para compostos como
canabindides, que induzem reducao de atividade motora na faixa de concentragdes
de mg/Kg (LONG et al., 2009).

A figura 49 mostra o aumento do tempo de imobilidade dos ratos tratados
com 2-FEA nas concentracdes de 0,5, 1, 2 e 4 pg/kg 30 minutos apés a
administracdo. Pode-se notar que os ratos ficaram iméveis por um periodo maior
de tempo nas concentracdes de 1 e 2 ug/kg, p<0,05 em relagéo ao grupo controle

com salina (ANOVA, Bonferroni).

. * B3 Salina

B 0.5 microgramas/kg
E3 1 microgramal/Kg
p7om [ 2 microgramas/kg
f{//’a 4 microgramas/kg

de Imobi
=]
(=]
L

Tratamentos

Figura 49 - Efeito da 2-feniletiamina sobre o tempo de
imobilidade dos ratos 30 minutos apés a administragdo i.p.; * p<
0,05 em relagdo ao grupo tratado com salina (controle).
A 2-FEA possui um grande potencial de aplicagbes médicas, como agente
‘relaxante” nas concentragbes testadas; Entretanto, isto exigiria um

aprofundamento na caracterizagao farmacologica deste composto.
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4.3.4 FRACAO 6

Comparando-se os tempos de retencéo, absorcao maxima no espectro UV e os
dados espectroscopicos desta fragdo (tempo de retengéo, espectro UV e MS/MS
presentes no Anexo Il, figuras A7 e A8) com aqueles obtidos para o veneno de A.
p. pallipes, pode-se verificar que a fragdo 6 do veneno da vespa P. paulista

também trata-se da Serotonina.
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5 CONCLUSOES

Os venenos de vespas sociais sao ricos em compostos biologicamente ativos,
principalmente direcionados ao sistema nervoso central e periférico, onde
geralmente atuam com grande poténcia, mesmo em baixas concentra¢des, o que &
condizente com os acentuados sintomas apresentados pelas vitimas de ferroadas
desses pequenos animais. Porém, até recentemente, as pequenas quantidades de
compostos obtidos a partir de venenos de vespas e a sensibilidade de algumas
técnicas analiticas como a espectrometria de RMN, disponiveis para o estudo de
tdo baixas quantidades de material bioldgico se constituem uma dificuldade a ser
enfrentada em estudos como esse.

Apesar dessa dificuldade, considerando a abordagem experimental utilizada
na presente investigacao, foi possivel identificar alguns dos compostos de baixas
massas moleculares mais abundantes nos venenos das vespas sociais A. p.
pallipes, A. vicina e P. paulista, como por exemplo, a Histamina e a Serotonina, que
sdo comuns aos venenos das trés espécies de vespas sociais estudadas.

Também foi isolada e caracterizada a 2-feniletilamina, isolada a partir do
veneno da vespa P. paulista. Esta substancia é da familia das anfetaminas, e
possui efeitos estimulatorios no SNC, principalmente relacionados a facilitagdo da
neurotransmissdo dopaminérgica, e principalmente aumentando o efluxo de
dopamina (PARKER, CUBEDDU, 1988); o presente estudo também demonstrou
que este composto causou paralisia do SNC de abelhas africanizadas.,
provavelmente, por hiper-excitagcdo. Também foram observados efeitos de redugéo
de locomogao e levantamento do corpo, apoiando-se nas patas posteriores em
ratos, nas concentracbes de 2 e 4 ng/Kg e, um aumento dessas atividades na
concentragdo de 6 pg/Kg, apos 30 minutos de administracéo i.p., sendo que o
efeito cessa ap6s 2 horas da administragdo i.p. Resultado muito interessante,
principalmente devido ao grande efeito do composto em baixas concentragdes.

Além destes compostos, também foi identificado um novo tripeptideo do

veneno da vespa A. vicina, de sequéncia Gly-Leu-Leu-OH, cuja fun¢ao ainda nado &
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conhecida; a sintese e ensaios biolégicos do mesmo serdo realizados em um
projeto paralelo e este.

Foi ainda isolado e caracterizado um novo composto partir do veneno de P.
paulista, o Polybiosideo, que atua no hipotalamo, hipocampo, nucleo septal lateral,
nucleo paraventricular do hipotalamo e cértex motor do cérebro de ratos, sendo
que algumas dessas areas podem estar relacionadas aos mecanismos de repostas
ao estresse e ansiedade. Nestas regides, o sitio de agédo parece estar associado
aos receptores de glutamato do sub-tipo AMPA-Glury; € NMDA-R. Os ensaios de
eletrofisiologia com neurdnios hipocampais da regiao CA1 que sao ricos em
receptores glutamatérgicos do sub-tipo NMDA, envolvidos em condi¢des
fisiologicas importantes como aprendizado e memoéria e também com algumas
patologias como a epilepsia (STONE, 1995), sugerem um carater neuroprotetor
para o Polybiosideo. Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o
Polybiosideo é um antagonista de neurotransmissores em receptores de glutamato
do sub-tipo NMDA, de modo a fechar dos canais de ions Ca?*, e assim sejam
capazes de bloquear as crises epileptogénicas observadas nos experimentos de
eletrofisiologia in vitro.

A possibilidade de associar mapeamento de acéo da Polybiosideo por meio
de técnicas imunohistoquimicas a ensaios eletrofisiolégicos contribuiu para
caracterizar a atividade de mais um composto quimico isolado do veneno de
vespas sociais, no SNC de mamiferos e abre caminho para novos estudos
similares no futuro.

Desta maneira, o presente projeto alcangou os objetivos inicialmente almejados
para o mesmo, identificando e caracterizando estrutural e funcionalmente alguns
compostos naturais de baixas massas moleculares, presentes nos venenos de
espécies de vespas sociais, autéoctones da fauna do Estado de Sao Paulo.
Contribuindo, dessa forma, com seu objetivo maior dentro do Programa
BlOprospecTA/FAPESP, na prospeccao vendmica de Artropodes peconhentos:
investigar e caracterizar estrutural e funcionalmente novos compostos naturais,
com potencial de se tornar no futuro uma composto-modelo para o

desenvolvimento de novos farmacos capazes de bloquear crises epileptogénicas.
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ANEXO | — Dados Espectroscépicos Obtidos do Veneno da Vespa Social A.

vicina

MSMS HIST A vicina 1 (0.193) Cn (Cen,2, 80.00, Hi): Sm (Md, 0.50); Cm (1:25)
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Figura Al- Espectro de ESI-MS/MS no modo positivo, do composto isolado da fragdo 1 do veneno

da vespa A. vicina.
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Figura A2- Espectro de 'H-RMN em D,O da fracdo 1, isolada da vespa A. vicina,

com sua possivel interpretagéo.
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Figura A3- Espectro de ESI-MS/MS no modo positivo, do composto isolado da fragdo 5 do veneno
da vespa A. vicina.
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Figura A4- Espectro UV da fragdo 5 do veneno da vespa A. vicina,
obtida no re-fracinamento por RP-HPLC [coluna YMC C18 (4,6 x
150 mm)], utilizando-se um isocratico de MeCN/H,O de 7%
[contendo TFA 0,1% (v/v)], mostrando um perfil de espectro UV
com valores A o« tipicos para o grupo hidroxi-indol .
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ANEXO Il — Dados Espectroscépicos Obtidos do Veneno da Vespa Social P.

paulista
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Figura A5 Espectro de ESI-MS/MS no modo positivo, do composto isolado da fragdo 2 do
veneno da vespa P.paulista.

FPPM 8.0 76 T2 6.8 6.4 6.0 5.6 52 4.8 4.4 40 36 3z 28 24

Figura A6- Espectro de 'H-RMN em D,O da fragdo 2, isolada da vespa P. paulista.
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Figura A7- Espectro de ESI-MS/MS no modo positivo, do composto isolado da fragcdo 2 do
veneno da vespa P. paulista.
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Figura A8- Espectro UV da fragdo 2 do veneno da vespa P. paulista,
obtida no re-fracinamento por RP-HPLC [coluna YMC C18 (4,6 x 150
mm)], utilizando-se um isocratico de MeCN/H,O de 7% [contendo TFA
0,1% (v/v)], mostrando um perfil de espectro UV com valores X max
tipicos para o grupo hidroxi-indol.
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