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RESUMO

As toxinas animais podem ser fonte de modelos mlEezs para o desenho de novos
farmacos. Este trabalho objetivou estudar o poaéaaitimicrobiano e tripanocida do veneno
da formiga Dinoponera quadricepgVDq) visando a descoberta de substancia de valor
terapéutico. Foi realizado o ensaio de microdilnigin caldo, onde foi determinado a
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentradgéetal Minima (CLM) das cepas
Staphylococcus aureuATCC 6538P, Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosaATCC 9027,Salmonella cholearaesuis subsp. choleraesuis smratiholeraesuis
ATCC 10708 eCandida albicansATCC 10231 e duas cepdStaphylococcus aureus
Meticilina Resistente (MRSAJ. aureusATCC 33591 6. aureusCCBH 5330. CIM e CLM

de VDq foram respectivamente 6,25 pg/mL e 12,5 ugdaraS. aureusATCC 6538P, 3,12
pg/mL e 3,12 pug/mL para. coli, 12,5 pg/mL e 12,5 pg/mL paka aeruginosal2,5 pug/mL

e 25 pug/mL par&. choleraesujs25 pg/mL e 50 pg/mL pa@. albicans 12,5 pg/mL e 50
png/mL paraS. aureusCCBH 5330 e 100 pg/mL e 100 pg/mL p&aaureusATCC 33591.
Em seguida foram realizados experimentos de menani®e acdo para a cepa Seaureus
ATCC 6538P Sensivel a Meticilina (MSSA), onde sefieu alteracdo na permeabilidade
da membrana bacteriana d& aureustratado com concentracdes bacteriostaticas e
bactericidas de VDq através do ensaio do cristdéta e do ensaio de liberacdo de material
genético. Uma menor CIM foi encontrada quando pldalinos foram utilizados no teste
(7,5-9,0). Uma completa inibicdo de crescimentodioservada apos 4 h de incubacdo com
CLM de VDq. A morfologia bacteriana foi avaliadarpuicroscopia de forca atdbmica apos
exposicdo da bactéria a CIM e CIM/2 de VDq durahte mostrando o dano de membrana.
Nos ensaios antiparasitarios, foram observado$eit® < citotoxicos do veneno sobre formas
epimastigotas e tripomastigotas da cepa Yiggpanosoma cruziNas formas epimastigotas,
a citotoxicidade foi avaliada em 24 e 48 h, com0@® 28,32 pg/mL e IC50= 20,67 pg/mL,
respectivamente. O mecanismo de morte celulavadiado por citometria de fluxo e revelou
envolvimento necrético e apoptdtico no efeito dogvébbre formas epimastigotas, além do
aparecimento de células marcadas duplamente com &iexina V-FITC, indicando a
ocorréncia de apoptose tardia. A citotoxicidagiealvaliada sobre formas tripomastigotas
encontrando uma IC50 de 1,978 ug/mL e sobre céRk¢/ 264.7 uma IC50 de 32,44
ng/mL. O veneno apresentou atividade antimicrobsotaeS. aureusMSSA e MRSA,P.

aeruginosaS. choleraesujsE. coli e C. albicans,sugerindo lise de membrana &naureus



ATCC 6538P. Adicionalmente, apresentou potenctak@xico sobre as formas epimastigota

e tripomastigorta de cepadé T. cruzi

Palavras chaves: Venenos de Formiga; Anti-Infeocsip&ntiparasitarios.



ABSTRACT

Animal toxins can be a source of molecular modeistlie design of new drugs. This study
investigated the antimicrobial and trypanocidalepdial from Dinoponera quadricepsnt
venom (DqgV) aiming to discover therapeutic valuebstances. We conducted the
microdilution test, where it was determined the imum inhibitory concentration (MIC) and
Minimum Lethal Concentration (MLC) ovefStaphylococcus aureu®\TCC 6538P |,
Escherichia coliATCC 10536 ,Pseudomonas aeruginogal CC 9027 ,Salmonella subsp
cholearaesuis choleraesuis serotype choleraeAliSC 10708 andCandida albicansATCC
10231 strains and two microbial strains of MetlirtilResistantStaphylococcus aureus
(MRSA), S. aureusATCC 33591 ands. aureusCCBH 5330. MIC and MLC of DqV were
respectively 6.25 pg/mL and 12.5 pg/mL foraureusATCC 6538P, 3.12 ug/mL and 3.12
pg/mL forE. coli, 12.5 pg/mL and 12.5 pg/mL fé. aeruginosal2.5 pg/mL and 25 pg/mL
for S. choleraesuj25 pg/mL and 50 pg/mL fd2. albicans 12.5 pg/mL and 50 pg/mL f&.
aureusCCBH 5330 and 100 pg/mL and 100 pg/mL $oraureusATCC 33591. Mechanism
of action experiments were performed for the stiHils. aureusATCC 6538P methicillin-
susceptible (MSSA), that changes in the permeglmfithe bacterial membrane 8f aureus
treated with bacteriostatic and bactericidal cotragions of DqV was observed by the crystal
violet assay and release of genetic material ags&ywest MIC was observed when alkaline
pH broth was used (7,5-9,0). Complete bacteriaivgrdnhibition was observed after 4 h of
incubation with the MLC of DqV. Bacterial morpholpgvas analyzed by atomic force
microscopy after exposure of bacteria to the CIM &M /2 of DqV for 4 hours, showing
membrane damage. In antiparasitic assays, we detirthe cytotoxic effects of the venom
on epimastigote and trypomastigote forms of the thirs of Trypanosoma cruziln
epimastigotes, cytotoxicity was evaluated at 24 48d, finding IC50 of 28.32 pg/mL and
20.67 pg/mL, respectively. The mechanism of ceditdevas assessed by flow cytometry and
revealed the presence of necrotic and apoptotigivement in the cytotoxic effect of DqV
over epimastigote form, in addition, the appearaotealouble labeled cells with Pl and
Annexin V-FITC, indicating the occurrence of lafmatosis. Cytotoxicity was evaluated over
trypomastigote finding an IC50 of 1.978 pg/mL an@éoRAW 264.7 cells finding an IC50 of
32.44 pg/mL. The venom showed antibacterial agtiagainstS. aureusMISSA and MRSA,

P. aeruginosaS. choleraesujsE. coli andC. albicans suggesting membrane damageSin



aureus ATCC 6538P. Additionally, showed cytotoxic potehtian epimastigote and

tripomastigote forms of Y strain @f. cruzi

Keywords: Ant venoms; Anti-infectives; Antiparasgi
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1. INTRODUCAO

1.1. Venenos de insetos

Os insetos de importancia médica sdo membros dgedlasectae da ordem
Hymenopterae estédo inclusos em trés familidgpoidea(abelhas com ~ 20.000 espécies),
Vespoideavespas, marimbondos e coletes amarelos com DA ®€§pécies) Eormicidae
(formigas com ~ 15.000 espécies) (STEENI.,2005; FITZGERALD; FLOOD, 2006).

Venenos de himenopteros sdo ricas misturas biogagmde compostos que
paralisam a presa, provocam dor em grandes prezgdou agem como agentes toxicos.
Provavelmente menos de uma centena destes comparsiosidentificados, enquanto muitos
outros ainda precisam ser descobertos e caracesizaHa trés categorias gerais de
componentes de venenos: (1) moléculas ndo proteacagpeso molecular inferior a 300 Da;
(2) peptideos com peso molecular entre 1.500-4¥)0e (3) grandes proteinas e enzimas
com pesos moleculares acima de 10.000 Da. Compaistogrimeira categoria incluem
histamina, serotonina e catecolaminas, que induzemdo, dor imediata, vermelhiddo e
mudancas na permeabilidade capilar. A segunda ar&@egnclui peptideos, tais como
hemolisinas, que destroem as células vermelhasadgue e causam dor, neurotoxinas e
outros compostos indutores de dor, como cininater@eira categoria (proteinas maiores e
enzimas), em geral ndo causa dor, mas auxilia opagacdo e atividade de outros
componentes do veneno. Um exemplo comum é a hiatlase, que facilita a propagacao de
componentes toxicos através dos tecidos. As exses@ie fosfolipases que sdo toxicos,
rompem as membranas celulares e causam a libedacagentes indutores de dor (AKRE;
REED, 2002).

Os venenos de himenopteros possuem uma grandelageiale funcdes para
paralisia da presa e para defesa sobre predadwsesuindo também poderosos fatores
antimicrobianos ou citotéxicos, evitando assimestécdes microbianas no ninho ou nas
presas para ovoposicdo (RATCLIFEEal.,2011; MOREAU, 2013).

Venenos de vespas sociais apresentam em sua eo@stéminas biologicamente
ativas, tais como a serotonina, a histamina, tmame catecolaminas, as quais tendem a
produzir dor. Acetilcolina tem sido relatada na posicdo dos venenos de algumas espécies
de Vespa. No entanto, o principal causador de doras cininas. Além disso, 0s venenos

contém peptideos degranuladores de mastocitos deammastoparanos que causam a
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liberacdo de histamina. Venenos de vespas sofit®8& compostos por histaminicos,
poliaminas, e substancias como bradicinina queacaw®ntracdo dos musculos lisos. Alguns
de seus venenos também contém grande quantidaaieetiieolina, como no caso da vespa
Philanthus triangulun{fAKRE; REED, 2002).

O veneno de abelhas é uma mistura complexa deiqasteeptideos e pequenas
moléculas organicas (AKRE; REED, 2002) e contémsnue 20 substancias, incluindo
melitina, apamina, adolapina, peptideo degranulddanastocitos, fosfolipase A, histamina,
catecolaminas, hialuronidase e serotonina (LIBERSZ0D3). Os componentes mais toxicos
para os seres humanos sao fosfolipases e hialasmidindividuos podem tornar-se
sensibilizados para estas substancias e, postentematé mesmo morrer de uma reacao
alérgica grave. Veneno de abelha contém grandestidades de um potente agente litico
chamado melitina, que torna membranas extremansestetiveis ao ataque de fosfolipases.
Melitina também provoca dor, aumenta o fluxo samgoiicapilar e permeabilidade celular,
desencadeia a lise das células vermelhas do samgueajenta a difusdo de toxinas. Os efeitos
da melitina, fosfolipase e o peptideo degranula@omastécitos sao a liberacdo de histamina
e serotonina pelas células vermelhas do sanguestcitas (AKRE; REED, 2002). Outro
componente do veneno da abelha melifera é uma togim@ chamada apamina, que é
permeavel a barreira hemato-encefalica, causargltogfsobre o SNC por varias vias de
administracdo. Ela provoca efeitos neurotoxicos amuna vertebral de mamiferos,
produzindo hiperatividade e convulsdes em ratod (P& 2006).

Venenos de formiga servem para um variedade deéésngncluindo a defesa,
captura de presas, comunicacao social (COLO@N&A. 2005), marcacao de trilha, alarme e
afastar os invasores (AKRE; REED, 2002). Os venem®sformigas sdo uma mistura
complexa de compostos de baixo peso molecular edoprinantemente compostos por
proteinas e peptideos (PALMA, 2006).

O veneno das formigas de fo@olenopsi® Wasmanniapp.), por exemplo, em
grande parte é composto de alcaldides (95%), canaspum pequeno conteudo proteico
(0,1-1%). Os alcaldides causam a maioria das reagdelocal picada, enquanto que as
proteinas contém antigenos alergénicos ativos. I€ddmles sdo citotoxicos, hemoliticos,
fungicidas, inseticidas e bactericidas. A necrag@rea caracteristica que se torna evidente
no local da picada é devido a estes alcaléides BKFREED, 2002).

As espécies de formiga das subfamilias Ponerinaeyrmidiinae,
Pseudomyrmecinae e Ecitonina geralmente contémnueerieo em proteinas e peptideos

(PALMA, 2006). A subfamilia Ponerinae é um grupamitivo de formigas encontradas em



16

ambientes tropicais, sendo um dos quatro maioregpogr de formigas (Myrmicinae,
Formicinae, Ponerinae, Dolichoderinae). O génernoponera, pertencente a subfamilia
Ponerinae, apresenta formigas de grande tamanh® ¢«8, abrigando apenas seis espécies
(D. quadriceps, D. australis, D. gigantea, D. longgp D. lucida, D. mutiga conhecidas
como falsas tocandiras (TORRESal, 2013).

Estudos com o veneno das formigas do género Direspanostram a presenca de
fosfolipase A, hialuronidase e lipase, além de ginats de peso molecular entre 24kDa e
75kDa, como no veneno da falsa tocandd@moponera grandis(de fato D. gigantea
(SCHMIDT; BLUM; OVERAL, 1986; LELUK; SCHMIDT; JONES1989). Previamente, foi
observado que o conteudo protéico do venendi@ponera australisfoi investigado,
revelando mais de 75 componentes protéicos comguamale variedade de propriedades, que
variam em tamanho, hidrofobicidade e abundanciaagl&eis dos peptideos mais abundantes
deste veneno foram reportados como dinoponera®xi2HNSONet al, 2010).

1.2. Dinoponera quadriceps

A espécieDinoponera quadricepgSantisch, 1921) (Figura 1) é uma formiga
primitiva de grande tamanho distribuida no nordesasileiro (PAIVA; BRANDAO, 1995).
As colbnias do género Dinoponera tem uma pobrenaggédo social, formando pequenas
coldnias que ndo possuem rainha. Ao contrario darraalas espécies de formigas, todas as
operarias da colbénia de Dinoponera possuem caplciggrodutora (MONNIN; PEETERS,
1998; ARAUJO; JAISSON, 1994). As formigas do génBimoponera s&o, em sua maioria,
predadoras, alimentando-se de pequenos e mediopaates, que séo paralizados pela sua
picada (ARAUJO; RODRIGUES, 2006).

Figura 1-Dinoponera quadriceps

Fonte: www.antweb.org (acesso em 24 nov. 2013).
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Acidentes com formigas do género Dinoponera sams rarmultiplos ataques séo
pouco provaveis, pois estas formigas sdo cacadmidarias. A picada destas formigas €
extremamente dolorosa e pode provocar manifestagsi&snicas como febre, sudorese fria,
nauseas, vomitos, linfadenopatia e aritimias caadigHADDAD JRet al.,2005).

O efeito marcante do veneno de formigas deste g@mrseres humanos sugere a
presenca de peptideos bioativos que podem fornecaifonte valiosa de candidatos a novas
ferramentas terapéuticas.

Recentemente, estudamos a composi¢do do venebo gigadricepsatravés da
analise do transcriptoma da glandula de venenabgla 01 mostra a composicdo proteica do

veneno dd. quadriceps

Tabela 01-Composicédo proteica do venenoieoponera quadriceps.

Classe de proteina % da composicao
Sem homologia 38,2
Dinoponeratoxinas 26,8
Fosfolipase Al 0,8
Outras enzimas 6,2
Blogueadores de canais ibnicos 2
Proteinas de funcdo desconhecida 11
Microrganismos simbiontes 4

Proteinas estruturais

Peptideos alérgenos

Fonte: Adaptado de Torres al. (2013).

Torreset al. (2013) observou que parte dos transcritos dadglarde veneno de
D. quadricepsrepresentam proteinas envolvidas no metabolismmoctransferases, ATP-
sintase, desidrogenases, proteinas ribossomaiaoono C. Um numero significante de
transcritos ndo mostraram similaridades com asésmips conhecidas no banco de dados
utilizado e foram classificadas como proteinas wWedo desconhecida ou sem homologia
(sem homalogos correspondentes no banco de dados).

Como visto na tabela acima, as toxinas mais abueslarioram as
dinoponeratoxinas (DnTxs), correspondendo a 26,8%«ctbnes analisados. As sequéncias de
aminoacidos deduzidas (DnTx01 e DnTx02), correseoted a duas isoformas de cDNA

precursor do transcriptoma d& quadriceps,apresentam semelhanca a trés peptideos do
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veneno deD. australis(DnTx_Da-3105, DnTx_Da-3177 e TX01_DINAS), que egantam
similaridade com peptideos antimicrobianos encdosaem outra espécie de formiga
(TORRESet al.,2013).

1.3. Potencial terapéutico de venenos animais

Apesar dos varios relatos sobre os efeitos toxamsvenenos animais, estes
também tém sido amplamente reconhecidos como umaritzcipais fontes de moléculas
biologicamente ativas (PIMENTA; LIMA, 2005). O edtu do potencial terapéutico das
toxinas vem cada vez mais conquistando espaco pert@sdo grandes interesses da
comunidade cientifica, como fonte de modelos mddees para o desenho de novos farmacos
(HARVEY et al.,1998; MORTARIet al.,2007).

Dentre as moléculas que podem ser encontradas eemo® de animais, muitas
delas tém ac¢bes a nivel molecular relacionadosepteres e enzimas, que constituem dois
dos principais alvos para a acédo de farmacos (SWINIS; OVERINGTON, 2002).

Venenos ofidicos sdo uma fonte abundante de agtitan@es e tromboliticos, que
incluem desintegrinas, inibidores diretos da trarapcompostos fibrinoliticos e ativadores de
plasminogénio. Integrilin®, cujo principio ativooéeptifibatide, foi obtido a partir do veneno
da cascavel Pigmebistrurus miliarus barbou)j € uma desintegrina que inibe agregacao
plaguetaria por ligacdo com alta afinidade ao rexdfbrinogénio (integrinaxllbp3) através
de um reconhecimento da sequéncia Lys-Gly-Asp.félaprovada em 1998 por Food and
Drug Administration para uso como anticoagulantepatientes com sindrome coronariana
aguda e para os pacientes submetidos a angiopMaétias outros farmacos anticoagulantes
também foram obtidos através do veneno de serpentas SalmosinAgkistrodon halys
brecavicaudul Crotavirin Crotalus viridig, Drenoaspin Pendroapis jamesoni kaimgse
dentre outros (BEETON; GUTMAN; CHANDY, 2006).

Do veneno da serpenBothrops jararacafoi isolado o peptideo potencializador
de bradicinina, inibidor da enzima conversora deayi@ansina (ECA) que origina
angiotensina Il, um hormonio que causa vasoco@astrg; aumento da pressao arterial. Este
peptidio inibidor se liga ao sitio ativo da ECA mi@sma forma como substratos naturais e
reduzem pressao arterial. O captopril, que é angaitanutilizado para tratar a hipertensao,
foi desenvolvido apos estudos de modelagem moleaulpartir deste peptideo isolado
(CUSHMAN; ONDETTI, 1999).
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Alguns componentes de venenos de serpentes térto edatinociceptivo.
Previamente foi demonstrado que a crotamina, isolda veneno d&rotalus durissus
terrificus, produz efeito analgésico em pequenas doses, salgugr aparente toxicidadie
vivo. Seu efeito analgésico € cerca de 30 vezes maentpodo que o da morfina
(RAJENDRA; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2004).

Peptideos natriuréticos também séo bastante eswi@and venenos de serpentes.
Trés peptideos natriuréticos (TNP-a, TNP-b, e TNR#@m isolados de o veneno da cobra
Oxyuranus microlepidotye TNP-c foi equipotente ao Peptideo NatriuréfAtdgal (FRY et
al., 2005). Anteriormente, foi isolado um novo peptiden veneno deCrotalus durissus
cascavellacom acao diurética e possivel acdo vasoativa (ESFBNSTA et al.,2008).

O efeito antiparasitario de venenos de serpentesildmonstrado em varios
trabalhos. Os venenos d& jararaca (GONCALVES et al., 2002), Bothropoides lutzi
(MENEZESet al.,2012),Crotalus viridis viridis(ADADE et al, 2011) séo capazes de inibir
0 crescimento do parasitérypanosoma cruziEnzimas, componentes dos venenos de
serpentes, tais como as L-aminoacido oxidases (L#YA@presentam acdo bactericida,
leishmanicida, tripanocida, citotoxica contra ca&ultumorais, efeitos na agregacao
plaquetaria (STABELIlet al., 2004). As LAAO isoladas dos venenos Ba moojeni
(TEMPONE et al., 2001) e daB. pirajai (IZIDORO et al, 2006) apresentaram atividade
leishmanicida.

Outros animais peconhentos também apresentam sailst&le interesse, como
alguns sapos do género Rana que secretam venew@satte sua pele. Alguns peptideos
isolados da pele desses anfibios tem acdo hipogentwrnando-se promissores para o
desenho de novos farmacos. Estudos prévios deraonsigdo antimicrobiana de uma
variedade de peptideos isolados do veneno de shsds mesmo género, como tigerinin,
japonicin-2, esculentin-1, brevinin-1, brevinin-2Zemporin L, que possuem acao
antimicrobiana para bactérias Gram-positivo, Gragativo eCandida albicansFoi descrito
um analogo da esculentin-1 que ndo possui ativitledeolitica e € muito potente conBa
aureus, P. aeruginosa, E. coliC. albicans(BEETON; GUTMAN; CHANDY, 2006).

Substéncias obtidas de venenos de animais mariahd®m apresentam grande
potencial terapéutico, como algumas anémonas doqguartém sido uma rica fonte de
peptideos que bloqueiam os canais Kvl.3 e KCaS t¢td@mlas T humanas, alvos terapéuticos
para doencas auto-imunes (CHANLY al., 2004). A neurotoxina-conopeptideo MVIIA
isolada do molusco marin@onus magug seu equivalente sintético ziconotida, blogqueiam

canais de calcio sensiveis a voltagem tipo-N eméméas sensoriais de dor de mamiferos e,
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portanto, possui potente acdo anti-nociceptiva @mdicdes em que a morfina € pouco ou nao
ativa. Ziconotida (Prialt ®) foi aprovado para atdmento da dor cronica severa por infuséo
intratecal pela Food and Drug Administracdo, em42(EETON; GUTMAN; CHANDY,
2006).

Outra fonte de substancias com potencial teragéusi@ o0s venenos de
invertebrados. Relata-se o isolamento de peptidewmsatividade antimicrobiana de diversas
espécies de escorpides, co@pistophtalmus carinatus, Parabuthus schlechteandinus
imperator, que poderdo ajudar no combate a resisténcia iarabitnos (DU PLESSIS;
ELGARA; DU PLESSIS, 2008).

O veneno da abelh&pis meliferatambém € composto por algumas substancias
com potencial terapéutico, como o Peptideo Degaalonlde Mastocitos que, no cérebro, se
liga a canais de potassio voltagem-dependentes [XDMt al., 1992) e em baixas
concentracdes induz degranulacao e liberacdo theniiea em mastocitos, enquanto em altas
concentracdes na presenca de IgE, inibe a liberdedbistamina (BUKUet al, 2005).
Apamina, que possui capacidade de atravessar airbarhemato-encefalica, causa
hiperexcitacdo, podendo ser utilizada no desenwaito de farmacos para o tratamento de
distrofia muscular, deméncia e depressao (SDHI., 2007). Também foi observado que a
melitina, componente do veneno dgis melifera possui propriedades contra células
cancerosas e atividades antiinflamatoria (RATCLIFEE al, 2011), antibacteriana,
antifingica, antiviral (CONLON; KOLODZIEJEK; NOWOTY 2004), tripanocida
(ADADE et al.,2013) e leishmanicida (PEREZ-CORDERGal.,2011). Bombolitinas, que
sdo estruturalmente e biologicamente similares ditinee tém mostrado atividade
antimicrobiana sobre cepas bacterianas Gram-po®ti@ram-negativo e fungos patogénicos
de plantas (CHOG@t al.,2010).

Venenos de vespa também sao bastante estudaddso Qetideos bradicinina-
like, incluindo o mais comumente relatado ®fbradicinina, foram reportados do veneno da
vespa solitariaCyphononyx fulvognathy®ICOLO et al, 2010). A Thf-bradicinina, isolada
do veneno da vespa sociblybia occidentalis apresenta atividade antinociceptiva duas
vezes mais potente que a morfina (MORTARAI.,2007). Este veneno também inibiu varias
etapas das vias intrinseca e extrinseca da coagullaem como a agregacao plaquetéria e a
degradacéo de fibrinogénio plasmatico (CZAIKOSKHhl.,2010). Peptideos potencialmente
antimicrobianos, os mastoparanos, sao 0s compaerais abundantes em venenos de vespa
(RATCLIFFEet al, 2011).
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Embora o veneno de formigas seja pouco estudadelagéo a abelhas e vespas,
varios peptideos foram descobertos no veneno duaidgararboreaPachycondyla goeldii
(subfamilia Ponerinae) que mostraram diversificaoseletivo espectro antibacteriano
(ORIVEL et al, 2001).

Peptideos antimicrobianos isoladas do veneno daidarMyrmecia pilosula
conhecido como pilosulins, possuem amplo especitibacteriano e antifingico, e tiveram
efeito hemolitico reduzido apdés modificagdo molacyBEETON; GUTMAN; CHANDY,
2006; ZELEZETSKY et al., 2005). Além de seu potencial como antimicrobianos,
modificacdo em canais idnicos tem sido observadal@is)peptideos do veneno de formiga:
poneratoxina (d@araponera clavatasubfamilia Paraponerinae) e ectatominaHdmatomma
tuberculatum subfamilia Ectatomminae). Poneratoxina € neurcédg interage com canais
de sédio voltagem-dependente (PIEKal., 1991). Ectatomina é um potente inibidor das
correntes de célcio em miocitos ventriculares tlesréPLUZHNIKOV et al., 1999).

Existem poucos estudos sobre os efeitos biolégdmsveneno da formiga
Dinoponera quadricepsFoi demonstrado efeito antinociceptivo em modejpsmicos,
mecanicos e térmicos de inducdo de dor em camupndof§OUZA et al., 2012).
Recentemente, nosso grupo de pesquisa também demopstencial anticonvulsivante e

neuroprotetor em modelos de convulsao induzidogpentilenotetrazol (LOPE& al.,2013).

1.4. Doencas infecciosas e resisténcia a antimicraos

Alguns dos mais graves problemas de salde enfmmntaa atualidade s&o os
quadros infecciosos, tanto em ambiente hospitalanip comunitario. As principais
infeccdes registradas sdo as infec¢des dos tmatestinal e urinario (SHARIFt al., 2013,
ABOUTALEB et al.,2014).

A diarréia infecciosa € a maior causa de morbidadm®rtalidade em todo mundo,
particularmente em criancas abaixo de 5 anos esddsmbora nos dltimos anos, tenham
aumentado as pesquisas focadas no tratamento enpéev deste tipo de infeccdo, as
infecgBes entéricas continuam sendo a maior pragalial. As taxas de infec¢cdo causadas
por Campylobacter sppe Vibrio parahaemolyticusumentaram nos Ultimos anos, ao passo
que a incidéncia de infeccbes causadas $aimonella sp.Listeria sp, Shigella sp
Escherichia coliprodutora de Shiga-toxina @ryptosporidium spcontinuaram inalterados
(ABOUTALEB et al.,2014).



22

As infec¢cbes do trato urinario (ITU) também ocupémportante lugar nas
estatisticas epidemiologicas, geralmente ocasienpde bactérias da microbiota intestinal.
Na maioria dos casos, 0 agente etioldgico Eseherichia coli seguido porfEnterococcus
spp, Candida spp., Pseudomonassp, Klebsiella sp, Enterobactersp., Proteus sp,
Staphylococcussp. Coagulase negativécinetobacter spp., Citrobacter spFrRASER,;
SPITERI, 2011).

Além de infeccbes do trato urinariGandida spptambém € um dos patégenos
mais encontrados em pacientes com infec¢des dantersanguinea adquiridas em ambientes
hospitalares e esta associada a um grande aungentortalidade, sendo responsavel por até
17% de todas as infec¢des adquiridas na UTI (TIM&Ial, 2013). Aléem de infec¢cdes na
corrente sanguine&;. albicanstambém provoca infecgcbes na pele e membranas asjcos
como faringite, esofagite e vaginites (EGGIMANNal, 2013).

Em ambiente hospitalar, os pacientes internadesifisuscetiveis a infeccéo por
causa de sua doenca subjacente e intervencdesasi&obmo a cirurgia, intubagéo ou uso de
antibiotico, e também a sua exposicdo a microrgarssatravés de outros pacientes, do
ambiente hospitalar ou dos funcionarios do hospliaha média de 5-10% dos pacientes
internados tem uma infeccdo hospitalar, com taxais mlevadas em unidades cirirgicas e
UTIs. A maioria destas infec¢gBes esta dentro de denainco categorias: infec¢des doenca-
associadas e bacteremia, infeccdo da ferida oairgneumonia hospitalar, ITU associada a
cateter e infeccao gastrointestinal (BREATHNACH)20BREATHNACH, 2013).

O uso indiscriminado de antimicrobianos e os mertaos de transferéncia
genética utilizados pelos patégenos levam ao apaeato de cepas resistentes aos
antimicrobianos disponiveis no arsenal terapéuficoesisténcia aos antimicrobianos possui
uma origem principalmente genética. As alterac@eticas que podem conferir resisténcia
as cepas podem ser cromossomais ou extracromoss{guaindo envolvem alteracdes no
material genético de plasmideos) (TENOVER, 1996Q8TAet al, 2011).

Além das mutacdes que ocorrem de forma natural &@roonganismos, outras
alteracbes genéticas, tanto cromossomais quargmioleais, podem ser transferidas de um
microorganismo para outro por diferentes vias, coraesducdo, onde a informacgéo genética
de resisténcia é transferido de um microorganismoutao, através de um bacteridfago
(MORSE, 1969), transformacédo, onde fragmentos deA R uma bactéria lisada séo
transferidos para outra, sendo incorporado ao gendta célula receptora (BRIGULLA,
WACKERNAGEL, 2010) e conjugacdo, onde ocorre trar&icia de plasmideos de uma



23

bactéria doadora para uma receptora, através deestnatura denominada pelo ou pili,
expressa pelo fator F no microrganismo doador (FREB®RAIMMAN, 2010).

A partir da transferéncia desse material genétitqymas alteracdes fisiologicas
importantes sdo observadas em determinadas cepafgericdo resisténcia a diferentes
antimicrobianos (MANTEN, 1963).

Os principais mecanismos bioquimicos de resistémiairidos em bactérias séo
a inativacado enzimatica do farmaco, como em cepaStabhylococcus aureudeticilina
Resistente (MRSA) (GOULIt al, 2012) e em cepas ddebsiella pneumoniaprodutoras
de carbapanemases (KPCs) (ZACHARCZ#&lKal, 2010), bomba de efluxo, como em cepas
de Streptococcusp capazes de diminuir a concentracéo intracefidanacrolideos (KHAN
et al, 2011) e a alteracéo da estrutura-alvo, comoagiies na proteina ligadora de penicilina
(PBP) em cepas Gram-positivo (PANGERGH al, 2010).

MRSA € uma das principais bactérias patogénicadi-nesistentes, causando
complicadas infecgcbes na pele e em estruturas Ba eesérias infecgbes hospitalares,
especialmente as infeccbes da corrente sanguinpae@monia associada a ventilacdo
mecanica. Em geral, estima-se que MRSA causa 17ih?&€:6es associadas aos cuidados
com saude na Europa a cada ano, o que correspaitiéoade todas as infecgbes associadas
aos cuidados de saude. Estima-se também 5.400shautigionais atribuiveis ao MRSA e
mais de um milh&o de dias extras de hospitalizagsdociados com estas infec¢cdes (GOULD
et al, 2012). Em estudos realizados no Brasil, dascaiies hospitalares causadas for
aureus 65,38% foram causadas por MRSA (SIL¥#al, 2013).

Além do MRSA, varias outras bactérias multi-resitte sdo encontradas em
infeccbes no sangue, com8. aureus intermediarios e resistentes a vancomicina,
Enterococcus spprzancomicina resistenteStreptococcus pneumoni@enicilina resistentes,
Enterobacteriaceag(ex. Escherichia coli Klebsiella pneumonigeresistentes a terceira
geracado das cefalosporindsnterobacteriaceaéex. K. pneumoniag carbapenem resistentes
e bacilos Gram-negativo ndo fermentadorBse(ldomonas aeruginosa Acinetobacter
baumani) carbapenem resistentes (ECDC, 2009; eERl, 2013).

Uma das principais abordagens de pesquisas bia®@ica descoberta de novas
opcdes terapéuticas para o tratamento de infecgbeobianas causadas por bactérias
multirresistentes (KANETIet al., 2013), pois, atualmente, o desenvolvimento de $o0vo
agentes capazes de atuar como ferramentas farrgmesondo acompanha a velocidade do

aparecimento de cepas multirresistentes.
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1.5. Doencga de Chagas

A doenca de Chagas € reconhecida pela Organizagadi de Saude (OMS)
como uma das 13 doencgas tropicais mais negligeaciad mundo. Esta infeccdo é causada
pelo protozoario parasitdrypanosoma cruziKinetoplastida : Trypanosomatidae) e foi
descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlosg@h (1879-1934) (COURA; VINAS,
2010). A distribuicdo geografica da Doenca de Céageluindo dos seus reservatorios e
vetores, estende-se desde o sul dos Estados Uatiélas sul da Argentina e do Chile. De
acordo com estimativas da Organizagdo Pan-Ameridartdaide e da OMS, 7,7-10 milhdes
de pessoas estdo cronicamente infectados concauzie entre 10.000 e 14.000 mortes séo
atribuidas a doenca de Chagas por ano (RASSI, 2012) .

O parasita € transmitido ao homem pela picada detanvetor (Hemiptera:
Reduviidae), o triatomineo conhecido popularmentena barbeiro, e por formas nao
vetoriais, tais como transfusdes de sangue, atdev@tacenta ou durante o parto, transplantes
de orgéaos, ingestdo de alimento ou liquido contadun contato ou criacdo de animais
infectados, e acidentes de laboratorio (MONCAYQ\HEIRA, 2009).

Durante os ultimos anos, a Doenca de Chagas teebidec atencdo crescente
como um problema emergente na América do Norterepay devido a migracao de pessoas
de paises endémicos da América Latina para pageemdémicos, incluindo o Canada,
Espanha, Franca, Japéo e Australia (GASGDHI., 2010; SCHMUNIS; YADON , 2010).
Além da transmissdo congénita, esses paises téoa paperiéncia com Doenca de Chagas
em relagdo a vigilancia de doadores de sanguedadns médicos para pacientes chagasicos
(COURA,; VINAS, 2010; SCHMUNIS; YADON, 2010).

No Brasil, apds significante reducéo do vetor ¢érdiesmissao transfusional do
cruzi,o numero de casos com a forma aguda da Doencaat@€foi reduzido drasticamente
(SILVEIRA, 2011). Entretanto, estimativas recerdgpentam que existem de 2 a 3 milhdes de
pessoas infectadas no Brasil (DIAS, 2007; RAMOSedRl., 2010), com aproximadamente
6000 mortes por ano (MARTINS MELE@t al., 2012). De acordo com Martins Meé al.
(2013), a prevaléncia da Doenca de Chagas no edtaGeara é de 4,2%.

O T. cruzipossui um ciclo heteroxémico, no qual a infeccamrrecno momento
da picada, quando o inseto defeca no hospedeirat@ de cocar o local, estimulado por uma
substéancia irritante liberada pelo barbeiro, pravadnoculacdo das formas tripomastigotas
metaciclicas ddr. cruzi no hospedeiro (CESTARI, 2006). No organismo (SIL¥Aal,
2007), o parasita invade o citoplasma de algumksasénucleadas, como macréfagos, e se
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converte na sua forma reprodutiva, chamada améestigpds vasta reprodugcdo no interior
dessas ceélulas, os protozoarios retomam a formé#&ipmmastigota e rompem a célula
hospedeira, voltando para a circulacdo. A transioisscorre quando um triatomineo se
alimenta de sangue contaminado e pica outro individeiniciando o ciclo (CESTARI,
2006). Uma representacdo esquematica do cicloddedaT. cruzié representada na figura 2.

A Doenca de Chagas possui duas fases clinicagdiefinA fase aguda apresenta
elevada parasitemia e, em muitos casos, auséncisinttemas. Os casos sintomaticos
apresentam sinais no local da infeccdo, como chagdeninoculacéo e sinal de Romana
(Figura 3), febre, adenopatia generalizada, heppl®@omegalia, miocardite e
meningoencefalite em casos graves. Apés esse quadimenca evolui para a fase crénica,
que pode manifestar-se em algumas formas prin¢cigamno indeterminada, cardiaca,
digestiva ou mista (COURA, 2007).

Figura 2 Transmisséao vetorial e ciclo de vidaTiypanosoma cruzi

Mo J-HS_ECFD o O insecto pica e defeca an mesmo terpo. O o 0 O tripomastizotas Mm células onde se
Barbelro tripomastigota passa & ferida nas fezes. P transformam ern amastigotas.
s S \* ( Nao Ser Humano
T ormam-se em tripomastigotas '
A 5
':f_;;_:'n",‘-— O amastizotas
E iplicam- % s tripanossomas entdn  rultiplicarn-se dentro das
%lhphcm . ireradern novas célnlas em Células assexmalmente.
Tripanomastizotas regifies diferentes do
sAaNgUineOs corpo gue irrradern e onde
380 absorvidos por se roiltiplicarm cormo
emvo insecto em arnastigotas.
eTransfoml.axn 58 em nora pivada 7

epimastizatas no
intesting do insecto

\. \_/;
M\ =Estizio infeccioso o D amastigotas transformar-se em

A=Esté€iﬂ3 diazndstico tripomastizotas e destroern a célula
saindo para o sangne

Fonte:http://pt.wikipedia.org/wiki/Trypanosoma_cruzi, ésso em 03 jan. 2014).

Figura 3 Sinal de Romana.



26

Fonte: http://www.medfoco.com.br, (acesso em 03281d4)

Na forma crdnica indeterminada, grande parte doeptes € assintomatica e nao
apresenta alteracfes para eletrocardiograma e sxeadmlogicos no coracdo, esdfago e
colon. Apesar disso, exames soroldgicos e xenodgiigo podem aparecer repetidamente
positivos por periodos de tempo que podem varianees a anos (LESCUREal, 2010).

A forma cardiaca € a mais comum e mais grave nsag@o da fase cronica da
Doenca de Chagas. Geralmente, aparece entre ogl@@mos, cerca de 5 a 15 anos apés a
contaminagdo com @. cruzi Os principais sinais e sintomas caracteristicessal forma
clinica sdo arritmia, faléncia cardiaca, bloqueimio@entricular e tromboembolismo
(COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

Na fase crbnica digestiva, as manifestacfes clnalzservadas sdo devido a
alteracOes na peristalse, levando ao aumento deugas como o0 esdfago (megaesbdfago) e
célon (megacélon) (MATSUDAt al, 2009).

Atualmente, existem apenas dois medicamentos eficpara o tratamento de
pacientes com Doenca de Chagas: benzonidazol gimidx. Ambos levam a morte do
patogeno por liberacdo peréxido de hidrogénio, peasuem alta toxicidade para o paciente,
apresentando diversos efeitos colaterais, comoranalgcitose, purpura trombocitopénica,
depressdo da medula 6ssea, polineuropatias, asste polineurites de nervos periféricos
(VIOTTI et al.2009).

No Brasil, o tratamento com o nifurtimox deixou ser adotado devido alta
toxicidade e por provocar severos efeitos colagl@ANCADO, 2002). O benzonidazol € o

tratamento adotado pelo Ministério da Saude, ted@assui eficacia limitada e também
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desencadeia muitos efeitos colaterais (BRENER; RDE, 1984; COURAet al, 1997,
ABE et al, 2002b; CANCADO, 2002; PE'REZ-AYALAet. al, 2011).

Embora o Benzonidazol ainda seja utilizado no iimateto da Doenca de Chagas,
este medicamento é limitado por causa de sua daxlei e por raramente surtir efeitos
benéficos durante a fase crénica da doenca, aleso,dste tratamento s6 cura cerca de 20%
de todos os pacientes (URBINA; DOCAMPO, 2003).

Estas limitacdes encorajam a busca por novas alteas de compostos sintéticos

ou naturais eficazes para o tratamento clinico@enDa de Chagas (ADADé al, 2012).

1.6. Mecanismos de morte celular e citometria deuko

Estudos recentes buscam encontrar novas ferrameéetapéuticas para o
tratamento da Doenca de Chagas, procurando, enutpsodaturais, substancias capazes de
inibir o crescimento ddrypanossoma cruziEstes estudos também investigam o mecanismo
de morte celular, onde idealiza-se mecanismos déengelular programada, que tornam as
substancias testadas promissoras (DEOLINBXOal., 2005; DEOLINDO et al., 2010;
ADADE et al.,2012; ADADEet al, 2013).

O processo de morte celular corresponde a perdafudebes celulares,
provenientes de altera¢cdes morfologicas, bioquisreééau moleculares e ocorrendo através de
motivos acidental (ou seja, passivo, sem uso deg)eu programado (ou seja, ativo, com
uso energia) (SLOVITER, 2002).

O processo conhecido como necrose é um processivpa®e morte celular de
carater degenerativo, decorrente de eventos cas#o kelular, infeccdo e auséncia de fatores
de crescimento, levando a alteracfes na integridadeembrana citoplasmatica, aumento do
volume celular, colapso da producdo de ATP e pdetademais fungbes bioldgicas (YU,
CHOI, 2000). Esse mecanismo constitui uma formalestal de morte celular cujas
principais caracteristicas morfologicas sdo aumeso volume celular, agregacdo de
cromatina, desorganizacao do citoplasma, perdatdgridade da membrana plasmatica, lise
celular precoce (Figura 4) com consequente liberaghcontetdo citoplasmatico causando
dano as células vizinhas além de uma reacdo infteimdocal (ZIEGLER; GROSCURTH,
2004).

A morte celular programada € um processo ativo laggugeneticamente e é

fundamental para a homeostase dos organismos ragtazodesempenhando um papel
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fundamental na morfogénese, fisiologia e defeshadpedeiro contra diferentes patdgenos,
inclusive evitando uma resposta inflamatéria (GUIRIXES; LINDEN, 2004). Com base em
critérios de morfologia e nas condicbes ambientisporte celular programada tem sido

caracterizada em diferentes tipos, tais como age@autofagia (KROEME& al, 2009).

Uma vez desencadeada, a apoptose € principalmaratetarizada pela retracédo
citoplasmatica, condensacdo da cromatina, fragm@nmtdo DNA cromossOmico, inchaco
mitocondrial com alteracdes no potencial de men@ranpermeabilidade, exposicdo de
residuos de fosfatidilserina no folheto externordembrana plasmética, ativagdo de caspases,
formacdo de protuberancias da membrana plasmétiea eenbalagem de constituintes
intracelulares em vesiculas apoptoticas (GUIMARABSIDEN, 2004).

Esta forma de morte celular tem como principaigaaristicas a auséncia de
liberagdo de conteudo celular, a auséncia de reiionatoria local e dano as células
vizinhas e redugéo do volume celular (KERR; WYLLIBURRIE, 1972). Dessa forma,
funciona como um mecanismo de remocdo de célukesdds e de renovacdo celular e
tecidual regulada por proteinas que sdo expressas roprias células durante o processo de
injuria (ANAZETTI; MELO, 2007).

Figura 4-Caracteristicas morfolégicas da apoptose e da s&cro
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Em contraste, a autofagia € uma complexa via ddizagdo envolvendo mais de
30 proteinas que funciona para remocéao e/ou remgilelde estruturas celulares danificadas.
E morfologicamente caracterizado pela formacaoutefagossomo (vesiculas de membrana
dupla) que é responsavel por englobamento dositonts citoplasmaticos, estruturas de
membranas concéntricas no citoplasma e organelagdmw e danos nucleares limitados
(TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2005; MEIJERt al, 2007).

Qualquer tipo de injaria celular pode desencades variedade de respostas de
adaptacao, reparacao, proliferacdo ou morte celptagramada ou ndo programada.
Pesquisas experimentais com cultura de célulasmeeigram que a exposicdo destas a um
mesmo agente toxico, como um pro-oxidante, por ekenpode desencadear morte celular
das mesmas por necrose ou apoptose, a dependesala do tempo de exposicdo ao agente
indutor (DYPBUKT et al, 1994; BONFOCt al, 1995).

Diferentes morfologias entre células necréticas pop#dticas podem ser
detectadas por analise de propriedades de dispelsdoz em citometria de fluxo. A
dispersdo de luz frontal € comumente utilizada pdistinguir células de tamanho
aproximado. A quantidade de disperséo lateral dayéwralmente se correlaciona com o grau
de granulosidade de uma célula. O Citémetro deofr’kCSCalibur (Becton Dickinson) pode
analisar pelo menos cinco parametros diferentgsligpersao frontal de luz (FSC, indica o
tamanho da célula), (I) dispersao lateral de IS8, indica granulosidade), (Ill) FL1
(fluorescéncia verde, usado para os marcadores, RI€3, GFP), (IV) FL2 (fluorescéncia
vermelha; usado para os marcadores Pl, CMTMrog,, ®P&/) FL3 (fluorescéncia vermelha
extrema, usado para os marcadores Pl , Cy-Chrgxas)m, tamanho e granulosidade celular
podem ser estudados em combinacdo com marcadoremtafgidade da membrana
(KRYSKO et al,, 2008).

Células marcadas com PI (fluorocromo que se ingeea qualquer DNA, desde
gue a membrana celular esteja permeavel) podemesectadas no parametro FL2 ou FL3
(Citometro de fluxo FACSCalibur, Becton Dickinsonjdicando células em possivel
processo necrotico. A deteccdo de células apoptofode ser realizada pela dosagem de
fosfatidilserina (PS). PS é predominantemente obsderna superficie interna da bicamada
lipidica, voltada para o citosol. Nas células ni@ionda apoptose, onde a membrana celular
ainda permanece intacta mas sofre uma desorganjzag¢zS é translocada para a superficie
exterior da bicamada. O aparecimento de PS na fatipecelular € reconhecido pelos

fagdcitos, que captam este sinal e removem a cglilasinalizou seu “suicidio” ao ambiente.
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Anexina V é uma proteina que se liga a fosfolipgdeopossui alta afinidade por PS na
presenca ions de calcio. Mudancas nesta assindatr@mbrana, que € analisada através da
medicdo da aderéncia de Anexina V a membrana cejubalem ser detectadas antes das
alteracdes morfologicas associadas ao inicio datape e antes da perda da integridade da
membrana. A Anexina V conjugada ao FITC pode serctida no parametro FL1. Desse
modo, corar células simultaneamente com AnexindCHfluorescéncia verde) e com o
corante PI (fluorescéncia vermelha) permite a tisnacao de células intactas, viaveis (FITC

- PI -), no inicio de apoptose (FITC + PI -) e tédutardiamente apoptéticas ou necroéticas
(FITC + Pl +) (KRYSKOet al, 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos varios relatos sobre os efeitos toxamsvenenos animais, estes
também tém sido amplamente reconhecidos como umaritzcipais fontes de moléculas
biologicamente ativas (PIMENTA; LIMA, 2005). As sibncias bioativas derivadas de
produtos animais sao focos atuais da ciéncia neabdis novos medicamentos e aplicacdes
em biotecnologia (HARVEet al, 1998; MORTARIet al, 2007; SANCHEZ; EBLE, 2009),
pois possuem estruturas com grande diversidadeapjipspecificidade bioguimica, e outras
propriedades moleculares que os tornam favoraveisocsubstancias que conduzem a
descoberta de novos farmacos (ALTMANN, 2001).

A busca de novas substancias com possivel acawmbiticta € de grande
importancia, uma vez que a resisténcia antimicr@bi@ uma preocupacdo global para o
tratamento de doencgas infecciosas nos Uultimos awWas. infecgcbes causadas por
microrganismos resistentes, muitas vezes ndo rdeponao tratamento convencional,
resultando em prolongamento da doenca e maior rggEomorte (ZASLOFF, 2002;
BANDYOPADHYAY et al, 2013).

As doencas parasitarias também necessitam de femt@natencdo, tanto devido
ao aumento significativo da resisténcia dos parssibs agentes terapéuticos disponiveis,
como ao fato de serem comumente classificadas abmeacas negligenciadas, as quais
afligem preferencial ou exclusivamente paises erserdmlvimento e possuem pouco
incentivo para a pesquisa, para o desenvolvimeaaotogico e para inovacdo geradora de
produtos necessarios a saude das populacdes desidas.

A Doenca de Chagas é uma parasitose causadalpglanosoma cruziEsta
doenca é endémica de controle prioritario no muhldocontexto epidemiologico, o Nordeste
brasileiro ocupa importancia acentuada. Os medictosaitilizados para o tratamento dessas
doencas possuem limitada eficacia (CANCADO, 200ZKERROW et al., 2009) e efeitos
colaterais importantes (SOUSA JUNI@Ral., 2009). Assim, o atual cenério farmacolégico
aplicado a Doenca de Chagas chama a atencédo pacassidade da busca de farmacos mais
eficazes e com menos efeitos colaterais. Dentree desntexto, substancias bioativas de
origem animal podem servir de modelos para serdiradas como farmacos na terapéutica.
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3.1. Objetivo geral

Estudar o potencial antimicrobiano e antiparasitéi® veneno ddinoponera
quadricepsvisando a descoberta de uma ferramenta farmacal@jau substancia de valor

terapéutico.

3.2. Objetivos especificos

» Determinar a concentracao inibitéria minima do wensobre cepas microbianas
de referéncia;

» Determinar a concentragdo letal minima do venetwoesoepas microbianas de
referéncia;

e Avaliar o efeito do pH na atividade antibacteriaitaveneno dé. quadriceps
sobreS. aureuATCC 6538P;

» Estudar o efeito do tempo de exposicao ao vendme soviabilidade d&. aureus
ATCC 6538P;

e Avaliar a acdo do veneno d& quadricepsna alteracdo da permeabilidade da
membrana celular d&. aureusATCC 6538P;

* Avaliar alteracdes na morfologia & aureusATCC 6538P causadas pelo veneno
deD. quadriceps

 Avaliar o potencial citotoxico do veneno sobre fasmepimastigotas e
tripomastigotas de cepa Y dleypanossoma cruzi

* Avaliar o efeito do veneno de. quadricepssobre a integridade de membrana e a
externalizacdo de fosfatidilserina em formas epilgaas der. cruzi

* Avaliar a toxicidade do veneno em estudo sobre dfiagos RAW 264.7.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Obtencéo do veneno

As formigasDinoponera quadricepforam coletadas na serra de Maranguape-CE
e na Reserva Natural Serra das Almas, Cratelus-@&,autorizacdo do IBAMA/SISBIO —
licenca N° 28794-1. ApOs a identificacdo do ninbomesmo foi escavado e todos os
exemplares encontrados foram coletados com awélipincas e levadas ao Laboratério de
Biologia de Insetos Sociais/UECE para criacao,agfiiv da peconha e disseccéo da glandula

de veneno sob a orientacéo do Prof. Yves Patringui
4.2 Ensaios Microbiologicos
4.2.1 Cepas Microbianas

Foram utilizadas nos ensaios microbiolégicos setpags microbianas de
referéncia,Staphylococcus auresTCC 6538P (MSSA)S. aureusATCC 33591 (MRSA),
S. aureusCCBH 5330 (MRSA),Escherichia coliATCC 10536,Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Salmonella cholearaesuis subsp. choleraesuis gmrotholeraesuisATCC
10708 eCandida albicandATCC 10231, mantidas no Laboratério de MicrobicdoBasica e
Aplicada.

4.2.2 Determinacédo da Concentracéo Inibitéria Minan- CIM

A determinacdo da CIM foi realizada pelo métodarderodiluicdo em caldo de
cultura (CLSI, 2003). Para isso, foram utilizadasroplacas com 96 pocos de fundo redondo
e estéreis. Culturas microbianas puras mantidasagan estoque sob refrigeracdo, foram
repicadas para caldo Infusdo de Cérebro e Cor&d@dq BHI, Merck) e incubadas a 35°C
até atingirem fase exponencial de crescimento |6/0s esse periodo, as culturas tiveram
sua densidade celular ajustada em solugcédo saldi®Oestéril, de modo a se obter uma
turvacao visivel equivalente a do tubo 0,5 da esdalMcFarland, o que corresponde a uma
suspensdo microbiana contendo aproximadamerfteUEC/mL. A suspensdo obtida foi
diluida 100 vezes, em solugdo salina 0,85% estag8ultando em uma cultura com
aproximadamente 2QUFC/mL. Aliquotas 100pL dessa suspensdo foranmcadidas a cada
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poco, ja preenchidos com 80uL de caldo BHI ou c&dbouraud (Merck). Em seguida,
aliquotas de 20uL de do veneno Dimoponera quadricepgvVDq) ou antimicrobiano, em
diferentes concentracfes foram adicionadas, tatadiz um volume final de 200uL por poco.
Como controle positivo (inibicdo do crescimento moitano) foram utilizados antimicrobiano
e antifingico de uso comercial (amicacina paraévace cetoconazol para levedura) e como
controle negativo (n&o-inibicdo do crescimento ob@no) Tampao Fosfato em Salina
(PBS). As placas, fechadas por tampas apropriadsseelizadas, foram incubadas durante
24 horas em estufa bacterioldgica a 35°C. Aposp$edo foi realizada a inspecao visual do
crescimento microbiano e a leitura das absorbarecrateitora de Elisa Bio-Tek a 620nm. A
Concentracao Inibitéria Minima foi considerada anaoreconcentracdo do VDq capaz de
inibir completamente o crescimento microbiano, et inspecao a olho nu (auséncia de
turvacgéo visivel). Os valores de absorbéancia fartitimados para corrigir erro de turvacéo da
substancia. A determinacdo da populacdo microlpegsente no indculo inicial foi realizada
por contagem em meio solido (Agar Plate-Count, Mer®s experimentos foram realizados

em triplicata (Figura 5).

4.2.3. Determinagdo da Concentragdo Letal Minim&M

A determinacdo da Concentracdo Letal Minima folizada de acordo com a
metodologia descrita por Baron, Peterson, Fine@®84). Aliquotas de 5uL foram retiradas,
de forma asséptica, dos pocos usados para deteran@idl, que ndo apresentarem turvagao
visivel e foram semeadas pelo método da gota, perfétie no Agar Plate- Count (Merck)
(ROMEIRO, 2007). Apo6s incubacao durante 24 hor&5°€ foi realizada a contagem das
coldnias crescidas sobre a superficie do meiosdliduela concentracdo onde o crescimento
microbiano nas placas de Petri foi inferior a 0,d&cindculo inicial foi considerada como a

CLM. Os experimentos foram realizados em tripli¢&tigura 5).
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Figura 5- Desenho esquemaético das metodologiastdentinacdo da CIM e CLM.
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Fonte: Elaborada pela autora.
4.2.4 Ensaio de sensibilidade ao pH

O efeito do pH sobre a atividade antibacteriand/Dg sobreS. aureusATCC
6538P foi avaliado como descrito por Goncalkeeal. (2012). Tubos contendo caldo Mueller-
Hinton foram ajustados para os pH de 5,5.; 6,0; 8 7,5; 8,0; 8,5; 9,0 usando 0,1 N HCl e
NaOH 5M. A CIM foi determinada para cada difergite

4.2.5 Efeito do tempo de exposicao ao VDq sobrebivdade bacteriana

O efeito do tempo de exposicdo ao VDqg sobre a hdable bacteriana foi
avaliada como descrito por Gongalwtsal (2012). Suspensdes microbianas foram ajustadas
a uma concentracdo de ®10FC/mL. Aliquotas de grupos experimentais tratadosdo
tratados foram removidos em intervalos de 0, 26,48 e 24 h depois da adicdo de
concentracdo equivalente a CLM de VDq e incubad&3 &C. Diluicbes seriadas foram
plagueadas em Agar Plate Count para a contagengldis vidveis. Os resultados foram

expressos como log de UFC por mL (log UFC / mL).
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4.2 .6Ensaio do Cristal Violet

A alteracdo npermeabilidade da membrana detectada pelo ensaio do cri
violeta (DEVI et al., 201(). Suspensdes da cepa foram preparagta caldo BF e suas
turvagOes ajustadas a escala de McFarlar. As suspensdes foragentrifugadas a 4500 x
durante 5 min a 4C. As células foral lavadas duas vezes e ressuspensas empH 7,4).
Concentragfes do VDeguivalentes CIM, CLM e 2 x CLM foramadicionadas a suspens
bacteriana e incubadas3d ‘C durante 30 min. EDTA (0,25M) faitilizado como control:
positivo. As ametras de controle negativo for preparadas de forma semelhante,
tratamento. A<eélulas forar centrifugadas em 9300 x g durante B.nDepois, as culturas
foramressuspensas em PBS contend pg/mLde cristal de violeta. /suspenséo bacteriana
foi incubada durante 10 min a °.C. Em seguida, a suspensaodentrifugad a 13.400 x g
durante 15 min e a absorbancia do scadante foi mensuradpor espectrofotdbmetro
590nm (Figura 6). Oexperimentc foram realizados em triplicat@ valor médii da solugéo
de cristal violeta que foutilizada no ensaio foconsiderada 100%. A perdagem de
captacao de cristal violeta todas as amostras foi calculagando a seguinte formt

(ABSs90nmda amostraABSsgonmda solucao de crsital violeta) x 100.

Figura 6-Desenho esqueatico do ensaio do cristal violeta.
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4.2.7 Ensaio de Liberagédo de Material Genético

Suspensfes bacterianas foram preparadas em caldoeBsuas turvacbes
ajustadas a escala de McFarland 2,0. As culturasnfeentrifugadas a 400 x g durante 15
min, o sobrenadante foi descartado e o sedimentavado duas vezes e depois ressuspenso
em PBS (pH 7,4). Concentracdes equivalentes a TQMJ e 2 x CLM de VDq foram
adicionados a suspensao de células. Amicacindifizada como controle. O experimento foi
realizado em triplicata. Células sem tratament@anfomutilizadas como controle. Todas as
amostras foram incubadas a 37 °C durante 60 mins Aatamento, as suspensdes foram
centrifugadas a 13.400 x g durante 15 min e o vdémbsorbancia do sobrenadante foi
mensurada por espectrofotdmetro a 260nm, correspdida liberacdo de material genético

Figura 7). Os experimentos foram realizados enfidata (DEVIet al.,2010).

Figura 7- Desenho esquematico do ensaio de Libede#aterial Genético.
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4.2.8 Microscopia de Forga Atdomica

Alteracbes na morfologia bacteriana causada pelg Ydbam analisadas por
microscopia de forgca atdmica (MFA). Suspensdeauttaras foram incubadas na presenca de
diferentes concentracdes veneno (CIM e % x CIM)4imras a 37°C. As suspensfes foram
centrifugadas a 4.500 x g por 5 min a 4° C e lavatles vezes em PBS. Uma aliquota da
suspensao foi colocada sobre uma laminula cirealéixada ao ar por 15 minutos. As
amostras foram examinadas através de um Nanosddjgimscopio de Forgca Atdmica
Multimode 1lI-A (Digital Instruments, Santa Barb@rasando um cantilever de silicio
cristalino com uma mola constante nominal 40Nmf{iequéncia de ressonancia de 242,38
kHz. Culturas nédo tratadas foram usadas como dentegativo (BRAGA; RICCI, 1998).

Figura 8- Desenho esquematico da técnica de Miopisae Forgca Atémica.
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Fonte: Pilletet al. (2013).
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4.3. EnsaiosAntiparasitarios
4.3.1.Cultivo das formas epimastigotas cepa Y ddrypanosoma cru:

As formas epimastigotas (T. cruziforamcultivadas em meio LIT (liver infusic
tryptose) de acordo com o procedimento descritoGamargo (1964). Os parasitos foi
mantidos a 28°C e repicados a ca-6 dias quando a concentracdo de fitos na fase
logaritmica atingea densidade de 5 x ’ a 10 x 18 parasitos/mL. Os parasitos for
contados em camara de Neuer, apoés diluicio em meio LIT.

4.3.2 Efeito citotoxico sobre formas epimastigotascepa YTrypanosoma cru:

As formas epimastigotas (T. cruziforamsubcultivadas, em placas de 96 por
na densidade de 1x4Parasitos/mL e incubadas a 28°C em estufa de B.€@Dmeio LIT
enriguecido com antibioticos e 10% de Soro BovietaF(SBF). As aliquotas de diferen
concentracdes do VDigramr adicionadas a suspsao de parasitos. A placa incubada, em
diferentes intervalos de tempo (24 e 48 horaskoadi¢cbes de cuvo. Neste ensaio tirmos
como controlenegativo PBS estéril (pH 7.(ABE, 2002a;GONCALVES et al, 2002), sendo
a inibicdo dacrescimento determinada por quacacdo em camara de Neubauerculturas
sem tratamento foram considere 100% de crescimento e a IC50 é@terminada de acor

com o modeld®ROBIT de analise de regres:

Figura 9- Desenho esquematico da citotoxicidade em formasnasgigota de

Trypanossoma cruzi
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Fonte: Elaborada pekutora
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4.3.3 Determinacao da integridade da membrana

As formas epimatigotas na concentracdo decélulas/mL foram incubadas com
a IC50 de VDq e PBS (controle negativo) durantehgdas em placas de 24 pocos. Em
seguida as células foram centrifugadas a 3000 R&\b pninutos. O precipitado obtido foi
lavado 2 vezes com PBS e ressuspenso em 490 dnmgeio de ligacdo (Hepes/NaOH 10
mM, NaCl 140 mM, CaGl2,5 mM, pH 7,4). As suspensfes foram tratadas Sqm. de
solugdo de Anexina V-FITC e 5 pL de solugdo de(BDD Pharmigen®, ambos na
concentracéo final de 5 pg/mL) por 15 minutos aggabda luz. Por fim, as amostras foram
centrifugadas, ressuspensas em 500 pL de tamphgagéo e analisadas em citbmetro de
fluxo (FACSCalibur®, BD Pharmigen) para contagemogtulas ndo-marcadas, marcadas
unicamente com Pl ou anexina V-FITC ou marcadaslacdugmte (DE LIMA, 2005;
DEOLINDO et al, 2005).

Figura 10- Desenho esquematico da determinacauelgridade da membrana.
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Fonte: Elaborada pela autora

4.3.4 Cultivo de formas tripomastigotas de cepaeYTdypanossoma cruzi

As formas tripomastigotas foram obtidas a partir sidorenadante de células
LLCMK2 infectadas, cultivadas em meio DMEM (Dulbet modified Eagle’s médium)
enriquecido com antibiéticos e 2% de SBF, em aterasfom 5% de CAPARICIO et al.,
2004).
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4.3.5Efeito citotdxico sobre forme tripomastigotas de cepa Y deypanossomecruzi

As formas tripomastigotas dT. cruzi obtidas através dinfeccdo de células
LLCMK?2 foram subcultivadas, em placas de 96 pocos, na densittafle1C parasitos/mL e
incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de;, em meio DMEM enriquecido col
antibioicos e 2% de SE As aliquotas de diferentes concentracbesVDqg foram
adicionadas a suspenséao de parasitos. A foi incubada durante 24 ho nas condicfes de
cultivo. Neste ensaio teremos como controle neg®BS estéril (pH 7.40 movimento dos
parasitos fobbservado em microscopio invertido (10CABE, 2002a GONCALVES et al,
2002, sendo a inibicdo do crescimento determinada qumantficacdo emcéamara de
Neubauer. A culturas sem tremento representaram0Q% de crescimento e a IC50

determinada de acordo com o moi PROBIT de analise de regressao

Figura 11-Desenho esquemét de infeccédo e citotoxicidade fimas

tripomastigotas dé&rypanossoma cruzi.

=

Infeccio com Tripomastigotas 1x10° cel/'ml. ‘»\ ,/‘
¥
v/

tripomastigotas i
de T cruzi

Células LLCMK2 ‘
DMEM Garrafa

204 SBF infectada com

1% PS I erugi

Incubacio
37°C
3% CO,

\'- &_} 0% —

Contagem 24hs

Fonte: Elaborada pekutore.
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4.4 Ensaio de Toxicidade

As linhagens de macrofagos Raw 264oram subcultivados em placas
microcultura (~1x1® céls/mL) em meioDMEM enriquecido com 10% de SBF
penicilina/estreptomicina, a 37'em atmosfera com 5% de @or 2h para permitir a ades
das células. As céluldsran tratadas com diferentes concentracdes do venenconds;oes
de cultivo. Aviabilidade dos macrofagos determinada utilizado o ensaio com MT
(MOSMANN, 1983).Apdsos periodos de 24 e #®ras de incubacado adicior-se a solucao
de MTT (2,5mg/mL em PBS) em cada poc¢OpL) por 4 horas nas mesmas cones e
entdo adicionou-seQQuL/poco de SDS (10%) em HCL 0,01N para solubil@scristais d
formazan formados. Aslacas forar incubadas por 17h e em seguide realizada a leitura
em espectrofotbmetro (570nm). Culturas de macré&fagem nehum tratamento fora
consideradas como 100% de viabilide

Figura 12-Desenho esquematico de ensaio de toxicidade pel.

5% CO, Tripsinisacio
Smin 37°C
-, — DNTEN g — —
SBI 24 h
Suspensio de Plagqucamento
Célulay Ruw células 1x10°
DMEM
10% SBF
1%Ps l

Incubacio 24 h ﬂ{'
- |

i Incubagio 24 h
e

: Adigilo de Leitura em
Remogao de Adigito de SDbs 570 nm
sobrenadante MTT

Fonte: Elaborada pekutore.
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5. Andlise Estatistica

O efeito de diferentes concentracbes de VDq nadatie antimicrobiana, no
ensaio liberagdo de material genético e na captdeéaeristal violeta foram analisadas por
Andlise de Variancia One-Way (ANOVA) e poOs-testeTaddey, *p< 0,05. Para os demais
experimentos, as médias obtidas foram analisadag&gOVA e pos-teste de Dunnet, *p<
0,05.



Resultados
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6.1. Ensaios Microbiologicos

6.1.1. Concentracgédo Inibitéria Minima (CIM) e da Geentracdo Letal Minima (CLM)

O veneno d®inoponera quadricepfi testado em diferentes concentracdes (em
pug/mL: 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56;8),80bre as cep&taphylococcus aureus
ATCC 6538PS. aureusCCBH 5330,S. aureusATCC 33591 Escherichia coliATCC 10536
Pseudomonas aeruginosATCC 9027, Salmonella cholearaesuis subsp. choleraesuis
sorotipo choleraesuifnTCC 10708 eCandida albicansATCC 10231. Os meios de cultura
utilizados foram Caldo Muller-Hinton para as baeigre Caldo Sabouraud para a levedura.
Os resultados obtidos foram comparados com um dalentpositivo (amicacina ou
cetoconazol) e um controle negativo (PBS).

O veneno mostrou um efeito antimicrobiano sobreegms testadas (Tabela 2),
inclusive sobre a cepa de levedura, mostrando aegpectro de acdo. O veneno mostrou
maior poténcia contr8. aureusATCC 6538P (figura 15) &. coli ATCC 10536 (figura 16),
demonstrando, inclusive, efeito con8aaureusATCC 33591 (figura 13) &. aureusCCBH
5330 (figura 14), que sao cepas Meticilina Resisten

Tabela 02- Concentracéo inibitoria minima (CIM)@n€entracao Letal Minima (CLM) do

veneno total d®inoponera quadriceppara cepas de referéncia

Cepa CIM (ug/mL) CLM (ug/mL)
Staphylococcus auredsl CC 6538P 6,25 12,5
Staphylococcus aure @CBH 5330 12,5 50
Staphylococcus auredsTCC 33591 100 100
Pseudomonas aeruginodd CC 9027 12,5 12,5
Salmonella cholearaesuis subsp. choleraesuis gmroti 12,5 25
choleraesuiATCC 10708

Escherichia colATCC 10536 3,12 3,12
Candida albican®ATCC 10231 25 50

Figura 13-Efeito antimicrobiano do veneno d@noponera quadriceps
sobreStaphylococcus auredsTCC 33591 (MRSA).
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Os experimentos foram realizados em triplicata JnA®alise estatistica foi realizada

pelo teste ANOVA (pés-teste Tukey), *p<0,05 compd@ com o (C-), #p<0,05

comparando com (C+). (C+) = Amicacina; (C-) = PBS.

Figura 14-Efeito antimicrobiano do veneno d@noponera quadriceps
sobreStaphylococcus aure@CBH 5330 (MRSA).
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Os experimentos foram realizados em triplicata [nABdlise estatistica foi realizada

pelo teste ANOVA (pos-teste Tukey), *p<0,05 compd@ com o (C-), #p<0,05

comparando com (C+). (C+) = Amicacina; (C-) = PBS.



Figura 15 Efeito antimicrobiano do veneno d@noponera quadriceps
sobreStaphylococcus auredsT CC 6538P (MSSA).
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Os experimentos foram realizados em triplicata (nABalise estatistica foi realizada
pelo teste ANOVA (pés-teste Tukey), *p<0,05 compa@com o (C-), #p<0,05
comparando com (C+). (C+) = Amicacina; (C-) = PBS.

Figura 16-Efeito antimicrobiano do veneno ddnoponera quadriceps

sobreEscherichia colATCC 10536.

E. coli ATCC 10536 x VDq
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Os experimentos foram realizados em triplicata [nABdlise estatistica foi realizada
pelo teste ANOVA (pos-teste Tukey), *p<0,05 compd@ com o (C-), #p<0,05

comparando com (C+). (C+) = Amicacina; (C-) = PBS.
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Figura 17-Efeito antimicrobiano do veneno d@noponera quadriceps

sobre Salmonella cholearaesuis subsp. choleraesuis goti
choleraesuisATCC 10708.
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Os experimentos foram realizados em triplicata [nABdlise estatistica foi realizada

pelo teste ANOVA (pés-teste Tukey), *p<0,05 compd@ com o (C-), #p<0,05
comparando com (C+). (C+) = Amicacina; (C-) = PBS.

Figura 18-Efeito antimicrobiano do veneno danoponera quadriceps
sobrePseudomonas aeruginosd CC 9027.

P. aeruginosaATCC 9027 x VDq
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Os experimentos foram realizados em triplicata \nA®alise estatistica foi realizada

pelo teste ANOVA (pés-teste Tukey), *p<0,05 compd@ com o (C-), #p<0,05
comparando com (C+). (C+) = Amicacina; (C-) = PBS.
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Figura 19-Efeito antimicrobiano do veneno d@noponera quadriceps
sobreCandida albicand.0231.

C. albicansATCC 10231 x VDq

1.5+
CLM CIM

£ 1.0 -
8 # % é %% §
@ ﬁ Y] \

) %244
& 0.5 . \
V‘IV \
* * * * 2 \
O O ey o e S R y(l Y
Ox (190 '»00 <,§) ,-f/o r\jf? b,:f/g o <

Concentracdes jag/mL)

Os experimentos foram realizados em triplicata [nABdlise estatistica foi realizada
pelo teste ANOVA (pos-teste Tukey), *p<0,05 compd@ com o (C-), #p<0,05

comparando com (C+). (C+) = Cetoconazol; (C-) = PBS
6.1.2Efeito do pH na atividade antimicrobiana do VDq

O ensaio de sensibilidade ao pH foi realizado patapa d&. aureu$538P. O
ensaio do pH demonstrou um efeito inibitério de VEaipreS. aureuspH-dependente. Nos

pHs acidos a neutros (5,0 - 7,0), observou-se ulldan@ior, como visto na tabela 03.

Tabela 03- Influéncia do pH na Concentracdo Inil@tdMinima do veneno de

Dinoponera quadricepsontraStaphylococcus auredsT CC 6538P.

pH 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

VDq CIM
(Hg/mL)

12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 6,25 6,25 6,25 6,25

VDg= veneno d®inoponera quadricepsCIM = Concentragdo Inibitéria Minima
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6.1.3. Efeito do tempo de exposicao ao VDq sobveahilidade bacteriana

O efeito do tempo de exposicao sobre a viabilidd@meepa d&. aureu$538P
para os tempos de 0, 2, 4, 6, 8 e 24 horas. Onteqii® com a concentracao equivalente a

CLM de VDq (12,5 pg/ml) foi capaz de matar todadastérias apos 4h de incubacdo, como
mostrado na Figura 20.

Figura 20- Efeito do tempo de exposicdo ao venemd®idoponera

quadricepssobre a viabilidade d&taphylococcus auredsTCC 6538P.
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(CLM= Concentragéo Letal Minima do veneno Bi@oponera quadricepsControle=
Culturas bacterianas néo tratadas).
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6.1.4 Ensaio do Cristal Violeta

A alteracdo na permeabilidade da membrana foi adalutilizando a cepa &
aureus6538P pelo método de captacdo do cristal violktaaptacdo de violeta de cristal
porS. aureuATCC 6538P foi de 47% na auséncia de VDq, mas atougara 60-68% apos
o tratamento com o CIM (6,25 pg/mL), CLM (12,5 pugjne 2 x CLM (25 pg/mL) de VDq,
comparavel com o agente quelante (EDTA dissédi¢c®d5 M), cujo grupo experimental
aumenta a captacéo para 60-65%. A amicacina n&trononenhum efeito, demonstrando

que esta ndo altera a permeabilidade da membranagr21).

Figura 21- Percentual de captacédo de cristal agbetr Staphylococcus
aureus ATCC 6538P de grupos tratados com venendDd®ponera

guadriceps
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(VDg = Veneno deDinoponera quadricepsControle = células tratadas com PBS;
EDTA = células tratadas com EDTA dissddico 0,25Awicacina = células tratados
com amicacina 3,12 ug / ml). Os dados sdo expregeoamédia + EPM de trés

experimentos em triplicata. Analise estatisticarémlizada pelo teste ANOVA (p0s-

teste Tukey), *p<0.05.
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6.1.5 Ensaio de Liberagdo de Material Genético

A alteracdo na permeabilidade da membrana tambeavdtiada pelo ensaio de
liberacdo de material genético utilizando a cepaS.daureuATCC 6538P. Apos o
tratamento da suspenséoSleaureusom CIM (6,25 pg/mL), CLM (12,5 pg/mL) e 2 x CLM
(25 pg/mL) de VDqg, a densidade Optica na absorBarme 260 nm aumentou
significantemente em todas as concentracdes. Eesgekbados sugerem que VDq causa danos

a membrana citoplasmatica, provocando a liberag&oaterial genético (Figura 22).

Figura 22. Liberacdo de material genético Smphylococcus aureus

6538P tratados com venenoi@moponera quadriceps.

0.159

0.10A

0.05+

Densidade optica

0.00

(Controle= células tratadas com PBS; Amicacinaslasltratadas com amicacina 3,12
pg/mL). Os dados séo expressos por média + EPMedexperimentos em triplicata.

Andlise estatistica foi realizada pelo teste ANOas-teste Tukey), *p<0.05.
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6.1.6Microscopia de Forca Atémic

Alteracbes na morfologia bacteriana causada pel@ em S. aureusATCC
6538Pforam analisadas por microscopia de forca atdnfdeeacordo com a Microscopia ¢
Forca Atdbmica, a morfologia S. aureusao tratado com VDqregular e lisa, com parede
celular intacta e arranjo caracteris semelhanta “cachos de uva”. As figuras 23B eC
mostra a perda da integridade do envoltcelularap6s 4 horas de incubacdo com CIM (€
pg/mL) e CIM2 (3,12 pg/mL) de VDq (Figura ).

Figura 23-Imagens de Microscopia de Forca Atdmde Staphylococct aureus
ATCC 6538Pexposto e ndo exposto ao venendDinoponeraquadricep.

Height ~TOpm_ Height ~Topm_ Height opm

Imagens de Microscopia de Forca AtémiceS. aureusATCC 6538Psem exposicdo ao venenoD.
guadricepqA e a), ap0Os a exposicao a concentragdo de 6/231dp veneno dD. quadricepyB e b)
e apos a exposi¢do a concentragdo de 3,12 pg/miemteno deD. quadriceps(C e c). Imagens de
amplitude mostram a morfologia das células em A 8. A barra de escala em volts correspon

mudancas na oscilacdo do cantilever livre. O asgedimensional dos gruposmostrado em a, b e c.
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6.2 Ensaios Tripanocidas

6.2.1 Efeito citotoxico sobre formas epimastigotis Trypanosoma cruzi

A citotoxidade do veneno dRinoponera quadricepdgoi avaliado em formas
epimastigotas dd. cruzi apos 24 e 48 horas de exposicdo a diferentes mwacées do
veneno (emug/mL: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78)gdantificacao foi feita em
camaras de Neubauer e foram encontadas IC50= @8/81 para o periodo de incubacéo de
24 horas e IC50= 20,67 pg/mL para o periodo debagsio de 48 horas. As figuras 24 e 25

representam a percentagem de viabilidade celularetagéo ao controle, cuja quantificacéo
foi considerada 100%.

Figura 24- Efeito do veneno da formifénoponera quadricepsobre a
viabilidade de formas epimastigotas Te/panossoma cruzio periodo
de incubagéo de 24 horas.
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Os dados sdo expressos por média + EPM da quagéifice representam o percentual
de células viaveis. Andlise estatistica foi real@apelo teste ANOVA (poOs-teste
Dunnett), *p<0.05.
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Figura 25- Efeito do veneno da formiBenoponera quadricepsobre a
viabilidade de formas epimastigotas Tig/panossoma cruzio periodo
de incubacéo de 48 horas.
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Os dados sdo expressos por média + EPM da quagéifice representam o percentual
de células viaveis. Andlise estatistica foi real@apelo teste ANOVA (poOs-teste
Dunnett), *p<0.05.

6.2.2 Determinagéo da integridade da membrana

Com o objetivo de identificar alteracbes celulanedicativas de necrose e/ou
apoptose induzidas por VDq, as células tratada4droras foram submetidas ao protocolo
de marcacao por iodeto de propidio (P1) e anexirBIVC. No ensaio realizado com VDq, 0s
resultados encontrados indicam a ocorréncia desalet eventos necroéticos e apoptoticos,

principalmente representados por células na fasgpdptose tardia, conforme demonstrado
nas figuras 26 e 27.
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Figura 26-Avaliacéao do tipo de morte celulenvolvido no efeito venerde
Dinoponera quadricef sobre formas epimastigotas figpanossoma cru

apos 24 horas de incubag
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Os experimentos foram realizados em triplicata {n=8 os dados (pressos com
percentagem deventos + EPM. Para analise estatistica, foi atli@ ANOVA, seguido d
posieste de Dunnet, *p<0,05 vs. grupo conti (Controle= Células tratadas com Pl
IC50= Células tratadas com IC50 de 24 h; PI=lodeto de propideo; AX=Anexi-FITC).

Figura 27-Avaliacdo do tipo de morte celular envolvido noiteferenenode Dinoponera

guadricepssobre formas epimastigo deTrypanossoma cruzpds 24 horas de incuba.
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Anexina V-FITC

Representacdo da marcacdo simultanea de AnexFITC e iodeto de propidio (PIl). Quadte inferior
esquerdo: células viaveis (r-marcadas); quadrante inferior direito: células mdas com Anexina \
quadrante superior esquerdo: células marcadas swema Pl; quadrante superior direito: células ndas

duplamente com PI e Anexine-FITC.
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6.2.3 Efeito citotoxico sobre formas tripomastigetde Trypanossoma cruzi

A citotoxidade do veneno dRinoponera quadricepdgoi avaliado em formas
tripomastigotas d&. cruziapos 24 horas de exposi¢ado a diferentes concéasalp veneno
(em pg/mL: 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78). A quachffdo foi feita em camaras de
Neubauer e foi encontrada IC50= 1,978 ug/mL. Aragd8 representa a percentagem de

viabilidade celular em relacéo ao controle, cujangificacéo foi considerada 100%.

Figura 28- Efeito do veneno da formiBanoponera quadricepsobre a
viabilidade de formas tripomastigotas Tigypanossoma cruzio periodo

de incubacéo de 24 horas.
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Os dados sdo expressos por média + EPM da quagéifice representam o percentual
de células viaveis. Analise estatistica foi rea@&apelo teste ANOVA (pds-teste
Dunnett), *p<0.05.
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6.3 Ensaio de Toxicidade

A citotoxidade do veneno dainoponera quadricepfoi avaliado em macréfagos
murinos RAW 264.7 apos 24 e 48 horas de exposiglifegentes concentracdes do veneno
(em pg/mL: 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12). No easeom o MTT, o qual detecta
viabilidade celular com base no metabolismo oxwatioi possivel observar que o veneno de
D. quadricepsnduziu morte celular significativa até a concagéo de 2mg/mL, com IC50=
32,44 pg/mL. A figura 29 representa a percentagenvidbilidade celular em relacdo ao

controle, cuja absorbancia foi considerada 100%.

Figura 29- Efeito do veneno da formiBenoponera quadricepsobre a

viabilidade de macréfagos murinos RAW 264.7, ensaia MTT.
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Os dados sao expressos por média + EPM da abs@lgirepresentam o percentual de
células viaveis. Andlise estatistica foi realizago teste ANOVA (pés-teste Dunnett),
*p<0.05.
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7. Discussao

Produtos naturais e os seus derivados represenamdae 30% dos produtos
farmacéuticos atualmente no mercado e sédo as pmiacfontes de agentes terapéuticos
inovadores (ADADEet al, 2013).

Venenos de serpentes tém sido estudados quantouas @opriedades
antimicrobianas. Previamente foi observado que esenos deBothropoides lutzi
(MENEZES et al., 2012) eBothrops leucuru§TORRESet al., 2010a) possuem efeito
bactericida sobre cepas 8e aureuse o veneno d8othrops marajoensisobre cepas d8.
aureus, C. albicang P. aeruginosgd TORRESet al, 2010b). Alguns componentes tém sido
relatados com atividade antimicrobiana, como Fgsisk A (PLA;), metaloproteinases, L-
Aminoacido oxidases (LAAOS) e peptideos antimicaobs (DE OLIVEIRA JUNIORet al.,
2013). Foi relatado efeito antimicrobiano de BLAe venenos de serpentes como
Protobothrops mucrosquamatus, Bungarus faciasobre cepas Gram-positivo e Gram-
negativo (WElet al, 2006; XU et al, 2007). Metaloproteinases isoladas de veneno da
serpenteAgkistrodon halyse LAAOs isoladas deBothrops mattogrosensis Bothrops
marajoensistambém apresentaram efeito sobre cepas GramvoositGram-negativo, bem
como peptideos antimicrobianos como cathelicidiniggfado deBungarus fasciatus PepBj
isolado deBothrops jararacaapresentam amplo espectro de acao antibactei@RRESet
al., 2010b; DE OLIVEIRA JUNIORet al.,2013).

Peptideos antimicrobianos também foram isoladosremenos de varios outros
animais, como escorpides. Quatro peptideos foramades a partir do veneno de
Heterometrus spiniferos quais ndo apresentam homologia com nenhunidpeptonhecido,
representando uma nova classe de peptideos amimaicos de escorpido, com efeito sobre
bactérias Gram-negativo, Gram-positivo e fungosE(Mi al., 2012). Peptideos isolados a
partir de venenos dos escorpidéiodacus yaschenkoOpistophtalmus carinatuse
Parabuthus schlechtetambém mostraram atividade contra bactérias Grasitipo e Gram-
negativo (MOERMANet al.,2002; REMIJSENet al.,2010; LUNA-RAMIREZet al.,2013).

Vérias fracbes com propriedades antimicrobianassi@misoladas de venenos de
Hymenopteros. Dois peptideos (Protonectina e Agdl?) foram isolados do veneno da
vespa social dAgelaia pallipes pallipes Protonectina € um peptideo ndo hemolitico
quimiotatico para leucocitos polimorfonucleareg@&oapotente antimicrobiana sobre bactérias

Gram-positivo e bactérias Gram-negativo. Agelaia-fdPcaracterizado como uma toxina
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hemolitica degranuladora de mastocitos, com pob&® antimicrobiana e ndo apresenta
efeito quimiotatico para leucécitos polimorfonuckesa(MENDESet al, 2004).

Melectina, sintetizada a partir do veneno da abklblecta albifronse halictines,
isolados do veneno da abelHalictus sexcinctusambém exibiram atividade antimicrobiana
sobre bactérias Gram-positivo e Gram-negativo (CERKY et al, 2008; MONINCOVAet
al., 2010). Do veneno da vespsgeromalus puparurfoi identificado um peptideo com grande
semelhanca a abaecina (peptideo antimicrobianongado no veneno da abelha melifera)
com atividade contra bactérias Gram-negativo e Grasitivo, mas ndo contra fungos
(SHENet al.,2010a).

No veneno da vespdasonia vitripennidoi encontrado um peptideo defensina-
simile com potente efeito antimicrobiano sobre seg@ bactérias Gram-positivo e Gram-
negativo e fungos (YEet al., 2010). Polybia-MP1 e polybia-CP, sintetizados &ipao
veneno da vespRolybia paulista possuem uma potente atividade antibacteriana sidpas
Escherichia coli Staphylococcus aureustaphylococcus epidermidis Bacillus subtilis
Polybia-CP também demonstrou atividade coRtraeruginosao que néao foi evidenciado
por Polybia-MP1 (WANGet al.,2012; WANGet al.,2013b).

No presente trabalho verificou-se o efeito antioh@no do veneno d®.
quadricepssobre cepas microbianas S8aphylococcus aureldeticilina-Sensivel (MSSA) e
Meticilina-Resistente (MRSA), Pseudomonas aerugingsaSalmonella choleraesyis
Escherichia colie Candida albicanaitilizando a metodologia de microdiluicdo em cadlio
cultura, onde observou-se efeito mais potente soloepa d&. aureusMSSA eE. coli, com
concentracdes inibitérias de 6,25 e 3,12 pg/mLaetsmmente.

Varios estudos tém procurado encontrar novas suhbati antimicrobianas a
partir de fontes naturais. Quinet al. (2012) demonstraram atividade antimicrobiana do
veneno de formigaCrematogaster pygmaeaobre cepas Gram-positivdEr{terococcus
faecalise S. aureuse Gram-negativoEscherichia colie Pseudomonas aerugingsa

Peptideos antimicrobianos, chamados ponericinaamfgurificados do veneno
dePachycondyla goelde foram classificados em trés familias: poneriGn@ete peptideos),
W (seis peptideos), e (dois peptideosPonericinas G1 e G3 tem um amplo espectro anti-
bacteriano e anti-fungico. Com excecdo de W6, ponerW sdo ativas contra bacterias
Gram-positivo e Gram-negativo e levedura, e possaspressivas acdes hemolitica e
inseticida. Ponericina L2 possui atividade contetéria, mas ndo contra fungos (ORIVE&L

al., 2001). Recentemente, seis peptideos (dinopaxémas) foram isolados do veneno
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deDinoponera australisDois deles (Da-3105 e Da-3177) mostraram 92,9%imddaridade
com ponericina G2 (JOHNSO&t al.,2010).

Alcaldides do veneno da formi@molenopsis invicta peptideos antimicrobianos
(pilosulins) que foram encontrados no veneno damifpgMyrmecia pilosuldambém
exibiram atividade sobre cepas bacterianas Grarativege Gram-positivo (JOUVENAZt
al., 1972; INAGAKI et al, 2004).

Em um trabalho recente com o venenoDdequadricepsforam identificados e
sintetizados peptideos antimicrobianos separados3esubfamilias de acordo com a
homologia com outros peptideos antimicrobianosigneente caracterizados, os similares a
Temporinas, Demaseptinas e Ponercinas. Os pepiildesigbfamilia similiares as temporinas
mostram 46% de homologia com a temporina K da s&orda pele do saptana temporaria
e 43,7% de similaridade com temporina-C@&mplops chunganengjsTemporina-PRb e
Temporina-PRaRana pretiospe Temporina-SHbRelophylax saharica(COLOGNAet al.,
2013). As temporinas, que foram primeiramente dadada secrecao da pele do sRpma
temporarig sdo uma vasta familia de peptideos antimicrokianm atividade sobre bactérias
Gram-positivo (SIMMACOet al., 1996). Os peptideos da subfamilia dos similares as
dermaseptinas também apresentaram alta similaridante dinoponeratoxinas isoladas do
veneno dé. australis.As dermaseptinas sdo uma superfamilia de peptatdsicrobianos
com um amplo espectro de acéo, isolados da pesautes dos géneros Hylidae e Ranidae
(NICOLAS; AMRI, 2009; JOHNSONMt al.,2010; COLOGN-Aet al.,2013). Os peptideos da
subfamilia dos similiares a poneracinas também uyswpss alta homologia com
dinoponeratoxinas e com as ponericinas-G2 e G3esES&ttimos apresentaram efeito
antimicrobiano sobre cepas Gram-positivaBadillus amyloliquefaciens, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus auye@sam-negativoseudomonas putida, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia cdlicepas de leveduraSgccharomyces cerexisja@hodotonda
mucilaginosa e do fungdCladosporium cucumerinugCOLOGNAet al, 2013).

Colognaet al. (2013) também demonstraram grandes variagdesmpasicdo de
venenos de formigas de diferentes localidades,ramaft que as caracteristicas ambientais,
como dieta, clima, dentre outras, influenciam bastaa composi¢édo do veneno (UCKAN
al., 2006; FERREIRA JUNIORt al, 2010). O estudo de Torresal. (2013) com formigas
pertencentes a regido serrana do Ceara encontrawcamposicao diferente da caracterizada
por Cologneet al. (2013) que estudou o veneno de formigas de diesanidades da Bahia. O
veneno usado neste estudo foi caracterizado paedet al. (2013), apresentando como

componente majoritario as dinoponeratoxinas.
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Embora o veneno deD. quadriceps ndo possua em sua COmpoSIicao
metaloproteinases e LAAOSs, possui efeito antimienod, provavelmente pela presenca de
grande quantidade de dinoponeratoxinas em sua ®¢apo De acordo com Torres al
(2013), as dinoponeratoxinas presentes neste vamesentam grande semelhanca com as
encontradas no veneno d& australis (Da-3105 e Da-3177), que apresentam grande
homologia com ponericinas, reportadas como peidatmicrobianos.

Neste estudo, foi demonstrado o efeito antimicrubiado veneno deD.
quadricepssobre cepas Gram-positivo, Gram-negativo e dalleee Apos a determinacdo do
efeito antimicrobiano de todas as cepas testadalizaram-se ensaios de mecanismo de acao
com a cepa d&. aureusMSSA ATCC 6538P, sobre a qual o veneno apresembbente
efeito, apresentando também efeito sobre cep&s a@reusMRSA.

A maior susceptibilidade dé&. aureusem pHs neutros a alcalinos € uma
caracteristica valiosa, representando possivelment@a maior efetividade inibindo o
crescimento em regiées como o intestino e o sangjiém disso, este veneno é capaz de
matar completamente a bactéria em estudo em um teunpo exposicao (4 horas), sugerindo
um rapido mecanismo de a¢ao, como ruptura de mewnbra

Estudos com produtos naturais tem descrito atie@agadimicrobiana por dano na
membrana usando 0s ensaios de cristal e violdbera¢do de material genético (DE&flal.,
2010; GONCALVESet al.,2012). Para determinar o efeito do venenddguadricepsna
membrana bacteriana, foram feitos os ensaios dagép do cristal violeta e liberacdo de
componentes intracelulares. O método de cristaleldodemonstrou um aumento na
permeabilidade da membrana através da maior captuds a incubacdo com o veneno.
Cristal violeta tem baixa penetrabilidade em cé&lulaormais, mas se acumula em
microrganismos e outras células com membrana lad@mnA liberacdo de conteudo
intracelular foi determinado pelo aumento da al@wria de 260 nm em sobrenadantes de
culturas incubadas com o veneno e quadricepsdurante 30 minutos. O veneno De
quadricepscausa uma aparente alteracdo na estrutura da eneanteS. aureus mostrado
pelo aumento da captacédo de cristal violeta elfeacdo de acidos nucléicos. Estes efeitos
sugerem que este veneno causa ruptura ou forma;@ords na membrana 8e aureus
Amicacina, um antimicrobiano sem agdo na membm&a, mostrou nenhum efeito nesses
experimentos.

Neste estudo, as imagens obtidas pela microscepiarga atbmica confirmaram
que o veneno dB. quadricepscausou importantes mudangas na estrutura da memdes.
aureus A microscopia de forca atdmica tem sido extemspmate utilizada no estudo de
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amostras biolégicas, tanto para estudos microbimdég quanto farmacoldgicos. Imagens de
Microscopia de forca atbmica podem comprovar afiea na morfologia, bem como dano
em membranas, de células de mamiferos, bactéffiasges induzidas por substancias. As
imagens obtidas podem ajudar a um melhor entendimgobre o mecanismo de acao
(BRAGA; RICCI, 1998; DEVlet al, 2010; GONCALVESet al.,2012; PILLETet al, 2013)

Peptideos antimicrobianos isolados de venenos decHgpteros, como Melitina
(LEE et al, 2013), Polybia-MPI (WANGt al, 2013b) Polybia-CP (WANG®t al.,2012) e
Protonectin (WANGet al, 2013a) também mostram importantes efeitos em braeras
celulares.

Geralmente, 50% ou mais dos aminoacidos dos pegtidetimicrobianos sao
hidrofobicos, um fato que reflete na interacao eeseptideos com membranas bacterianas
como parte de seu mecanismo de acdo (HANCOCK; DINDO 2000; TEIXEIRAet
al, 2012).

Peptideos antimicrobianos apresentam certas cdsdictess que 0s tornam
atraentes como alternativas aos farmacos conveisjoncluindo a seu rapido modo de acéo,
baixa probabilidade de desenvolvimento de resigéncapacidade de agir em conjunto com
antimicrobiano existente (ZASLOFF, 2002). Peptidaotimicrobianos mostram um nivel
elevado de toxicidade contra ambas as bactérian-Bositivo e Gram-negativo, bem como
fungos, virus, parasitas metazoarios e mesmo sétalacerosas (ZASLOFF, 2002; HOSKIN
e RAMAMOORTHY, 2008).

Estruturalmente diversos peptideos antimicrobiadesuma ampla gama de
organismos tem atividade vitro sobre espécies deishmaniae Trypanossomatuando
principalmente rompendo a superficie de membramaalguns casos, também podem afetar
0s niveis de calcio intracelular, funcéo mitocoalde induzir a autofagia, necrose e apoptose
desses parasitas (MCGWIRE; KULKARNI, 2010).

Neste trabalho também foi observado o efeito topata sobre cepa Y d€.
cruzi. Avaliou-se o mecanismo de morte celular atrav@gitbmetria de fluxo nas formas
epimastigotas dé&. cruzi observando-se dano na membrana e distintos nsevaside morte
celular, sugerindo a ocorréncia discreta de eventagoéticos e apoptoticos em formas
epimastigotas dé&. cruzi marcadas com Pl e Anexina V-FITC.

Um trabalho semelhante com o veneno da alfglie meliferamostrou também
efeito tripanocida (ADADEet al.,2012), afetando o crescimento, viabilidade e astaude
todas as formas de desenvolvimento TWecruzi, incluindo as formas amastigotas em

concentracbes menores que as que causam efeitmostéem células de mamiferos.
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Diferentes tipos de morte celular foram sugeridiservando-se estruturas autofagicas em
formas epimastigotas, estruturas apoptoticas ermma®r tripomastigotas e nas formas
amastigotas observou-se mecanismo de morte céktierogéneo, onde a apoptose parece ser
predominante. Na citometria de fluxo, Adadée al. (2012) também sugeriu danos na
membrana e perda de células viabilidade com meunasiglistintos de morte celular, na
analise de citometria de fluxo, utilizando marcacédm Pl em formas epimastigotas tratadas
com IC50. Em um trabalho posterior, Adaeteal. (2013) atribuiu todos os efeitos acima
relatados & um peptideo antimicrobiano que existe vieneno deApis melifera
correspondendo de 40-50% do seu peso seco, anaeliti

Estudos com atividade antiparasitaria de venenasveetebrados sdo escassos na
literatura, que mostra varios estudos com venemosealpentes, que sdo exibidos como
potencialmente Uteis como modelo para obtencaaluséncias para o tratamento de doencas
negligenciadas causadas por parasitas, como o veleBothrops moojenque apresentou
efeito sobre formas promastigotaslagshmania spp(TEMPONEet al.,2001), o veneno de
B. lutzie B. leucurusgue mostraram efeito sobre formas promastigota denazonensis L.
chagasie sobre formas epimastigotas Tecruzi(TORRESet al., 2010a; MENEZESet al.,
2012) eB. marajoensigjue mostrou efeito sobre formas promastigoth.demazonensisL.
chagasi(TORRESet al.,2010b).

O veneno de. jararaca,também amplamente utilizado em estudos de atigidad
bioldgica, inibiu o crescimento de cruzieL. major (GONCALVESet al.,2002), sugerindo
mecanismo de morte celular programada para formpisnastigotas deT. cruzi
(DEOLINDO et al.,2005), efeito que foi posteriormente atribuido e sracdo LAAO
(DEOLINDO et al, 2010).

Estudos indicam um importante papel da apoptosenfeacdo peloT. cruzi
mostrando que esta provavelmente contribui parantrale da parasitemia e do parasitismo
tissular na fase aguda. Por isso a importancia wsab de substancias com potencial
apoptatico para o tratamento da Doenca de ChadeBRADE, 2003).

Embora apresentem potencial terapéutico, produédsrais podem apresentar
toxicidade, o que o0s tornam menos promissores canadelos para ferramenta
farmacoldgica. A citotoxicidade sobre células demifi@ros também foi avaliada neste
trabalho, onde utilizou-se macréfagos murinos RAWhservando-se toxicidade em
concentracdes superiores as com potencial terapéatiidenciado no presente estudo e
menor quando comparados com citotoxicidade de w=neuatros de Hymenopteros, como do
veneno da vespaolybia paulistasobre células MDCK (VINHOTIEt al.,2011).
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Assim, o presente estudo abre perspectivas paneo$utrabalhos na busca de

modelos moleculares para tratamento de doencasdsés e Doenca de Chagas.



Conclusao
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8. Conclusao

O veneno dédinoponera quadricepapresentou atividade antimicrobiana de rapida
acao e amplo espectro de acédo, mostrando melhtr efie pHs alcalinos e sugerindo lise do
envoltério celular como mecanismo de acdo s@tephylococcus aureuBTCC 6538P.
Adicionalmente, apresentou potencial citotoxico reobas formas epimastigota e
tripomastigorta deTrypanosoma cruzi envolvendo mecanismo de morte necrético e

apoptatico.
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