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RESUMO

Nas ultimas décadas, a busca por novos antimicrobianos tem despertado o interesse dos
pesquisadores pelos Peptideos Antimicrobianos (AMPs). Os AMPs apresentam em media de
10 a 100 residuos de aminoéacidos e, em geral, fazem parte do sistema de defesa inato dos
organismos vertebrados e invertebrados ou de secre¢fes, promovendo uma protecdo contra
uma variedade de microrganismos. Os AMPs por sua caracteristica catidnica sdo atraidos pela
superficie anibnica das membranas bacterianas, e apos a interagcdo, estes peptideos sofrem
mudancas conformacionais, causando uma pertubacdo na estrutura da bicamada lipidica.
Atualmente, um nimero expressivo de estudos tem identificado da peconha de vespas
diversos peptideos bioativos classificados por suas estruturas quimicas e por suas atividades
bioldgicas, em especial, as agBes antimicrobianas. Synoeca surinama é uma vespa social que
compde um pequeno género com cinco espécies descritas: S. chalibea, S. virginea, S.
surinama, S. septentrionalis e S. cyanea. Frente ao desafio do crescente nimero de cepas
resitentes e a potencialidade dos peptideos como precursores para a descoberta de novos
farmacos antimicrobianos, este trabalho visou buscar novas alternativas para o tratamento de
infeccdes bacterianas. Os ninhos da vespa S. surinama foram coletados na area de mata do
Centro Olimpico da UnB (Universidade de Brasilia). Para a separacdo dos constituintes da
peconha por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a peconha foi liofilizada e
resssuspendida em agua deionizada com 5% de acetonitrila e 0,1% de acido trifluoracético. A
avaliacdo da acdo antimicrobiana foi realizada pela técnica de microdiluicido em placas para
determinacdo do MIC (Concentracdo Inibitéria Minima). Um peptideo da classe dos
mastoparanos foi isolado apresentando uma massa molecular de 1594,8 Da. O peptideo foi
sequenciado em por MALDI/TOF no modo linear refletido. A sequencia foi determinada como
I/L-N-W-I/L-K-l/L-G-K-K-I/L-l/L-A-S-I/L-NH,. Trata-se de peptideo inédito, pois ndo foi
encontrado nos bancos de dados referéncias desta sequencia. O peptideo foi, entéo,
denominado Synoeca-MP e foi sintetizada pela AminoTech Pesquisa e Desenvolvimeto Ltda. O
peptideo Synoeca-MP foi testado contra 10 cepas ATCC nas doses: 62,5; 31,5; 15,6, 6,25;
3,12; 1,5 e 0,62 uM. O Synoeca-MP apresentou uma exelente acdo antimicrobiana, para as
doses testadas o MICg, variou de 1,97 uM a 10,8 uM e o0 MICqy variou de 1,24 uM a 17,8 uM.
Os valores dos MICs foram calculados estatisticamente por regressées nao-lineares
sigmoidais. O ECs, calculado para a atividade hemolitica do peptideo foi de 185uM, que
representa 17 vezes a dose antimicrobiana efetiva mais alta realizada nos ensaios. Sendo
assim, o Synoeca-MP pode ser considerado um promissor farmaco antimicrobiano.

Palavra chave: peconha, peptideos , antimicrobianos, resisténcia bacteriana, Synoeca
surinama
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ABSTRACT

In recent decades , the search for new antimicrobials has piqued the interest of researchers for
Antimicrobial peptides ( AMPs ) . The AMPs have on average 10 to 100 amino acid residues
and usually are part of the innate defense of vertebrate and invertebrate organisms or secretion
system , providing a protection against a variety of microorganisms. The MPAs by its cationic
character are attracted to the anionic surface of bacterial membranes , and after the interaction ,
these peptides undergo conformational changes , causing a disturbance in the structure of the
lipid bilayer . Currently , a significant number of studies have identified the wasp venom of many
bioactive peptides ranked by their chemical structures and their biological activities , in
particular , the antimicrobial actions . Synoeca surinama is a social wasp which makes up a
small genus with five species are described: S. chalibea , virginea , S. surinama , S.
septentrionalis and S. cyanea . Forward to the challenge of the increasing number of seem
quite resistant strains and potential of peptides as precursors for the discovery of new
antimicrobial drugs , this work aims to seek new alternatives for the treatment of bacterial
infections . Wasp Nests S. surinama were collected in the forested area of the Olympic Centre
at UNB ( University of Brasilia ) . For the separation of the constituents of the venom by high
performance liquid chromatography (HPLC ), the venom is lyophilized and resssuspendida in
deionized water with 5% acetonitrile and 0.1% trifluoroacetic acid. The evaluation of the
antimicrobial activity was performed by microdilution plates for determination of MIC ( Minimum
Inhibitory Concentration ) . A class of peptide was isolated mastoparanos having a molecular
mass of 1594.8 Da The peptide was sequenced by MALDI / TOF reflected in the linear mode.
The sequence was determined as I/LNWI/LKI/LGKKI/LI/LASI/L-NHZ2 . This is unheard of peptide
because it was not found in the data banks of references this sequence . The peptide was then
called Synoeca - MP and was synthesized by Aminotech Research and Desenvolvimeto Ltda .
The Synoeca - MP peptide was tested against 10 strains ATCC doses : 62.5 ; 31.5; 15.6, 6.25;
3.12; 1.5 and 0.62 mM . The Synoeca - MP presented an excellent antimicrobial activity for the
MIC50 doses tested ranged from 1.97 mM to 10.8 mM and MIC90 ranged from 1.24 mM to 17.8
mM . The MIC values were calculated statistically by a sigmoidal non- linear regression. The
EC50 calculated for the hemolytic activity of the peptide was 185uM , which is 17 times the
highest effective dose antimicrobial held in rehearsals. Thus, the Synoeca -MP could be
considered a promising antimicrobial drug .

Keyword: venom, peptides, antibiotics, bacterial resistance, Synoeca surinama
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INTRODUCAO

1.1 Era dos antibiéticos versus a era da resisténcia

Ao longo da sua existéncia, os seres humanos tém travado uma batalha diaria no
controle a multiplicacdo de microrganismos patogénicos. Nos anos 30, teve inicio a era dos
antibidticos; o Dr. Alexandre Fleming descobriu, acidentalmente, o que seria 0 primeiro
antibiético natural. No inicio de 1940, a penicilina isolada pelo Dr. Fleming torna-se disponivel
para o uso clinico, mas o que parecia ser uma arma potente na luta contras as doencas
infecciosas, teve um curto periodo de gléria (Singh e Pandeya, 2011). Quase a0 mesmo tempo
da implantacdo do uso de farmacos antimicrobianos, as bactérias passaram a expressar

fenotipos de resisténcia pela producdo de enzimas, como as beta-lactamases (Tenover, 2006).

As bactérias habitam a terra h4 mais de 3,8 bilhdes de anos e apresentam uma grande
diversidade genética e metabdlica. Na luta pela sobrevivéncia, elas desenvolveram
mecanismos para responder a pressdo seletiva e aos desafios na competicdo por nichos
ecolégicos (Thomson e Bonomo, 2005). O uso de farmacos antimicrobianos tem sido também
um instrumento de pressdo seletiva, e em resposta a esta ofensiva, as bactérias vém
expressando mecanismos de resisténcia naturais ou adquiridos (Giedraitiene et al., 2011;
Toledo et al., 2012).

No inicio do século 20, as pesquisas avancaram, possibilitando a descoberta de muitos
novos antimicrobianos e também de técnicas de controle de infeccdo, dando vantagens aos

seres humanos na luta contra os microrganismos patogénicos (Nathan, 2004).

Com o uso de novos farmacos antimicrobianos nas terapias, o nivel e a complexidade
dos mecanismos de resisténcia bacteriana aumentaram de forma alarmante, tornando-se, um

grave problema de salde publica em todo mundo (Tenover, 2006).

As doencas causadas por bactérias ocupam o segundo lugar nas causas de morte em
todo o mundo e o terceiro lugar nos paises desenvolvidos (Byarugaba, 2009). Em 1994, a
World Health Organization’s Scientific Working Group on Antibiotic Resistance declarou que a
resisténcia aos antimicrobianos é um grave problema de salde publica atingindo todos os
continentes, ocorrendo em paises desenvolvidos ou em desenvolvimento (Hanconk, 1997), e
até hoje este status ndo foi alterado.

Em julho de 2004, a Infectious Disease Society of America informou que 2 milhdes de
pessoas eram infectadas por ano com bactérias com expressao de resisténcias aos farmacos
de uso rotineiro em hospitais, e que somente nos Estados Unidos 90.000 morreram como
resultado destas infec¢Bes. NUumeros considerados alarmantes pela Organiza¢do Mundial de
Saude (OMS) (Barrett, 2005).

Um amplo estudo realizado por Klevens e colaboradores (2007) estimou que em 2005,
somente nos Estados Unidos, 94.360 pacientes apresentaram infeccdo por MRSA
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(Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina), destes casos, 18.650 resultaram em 06bitos, o
gue equivale a aproximadamente 20% dos pacientes.

Em 2011, o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) publicou uma nova

versdo do plano de acdo de salde publica para combater o aumento da resisténcia aos
antimicrobianos (A public health action plan to combat antimicrobial resistance). Neste
documento, a aflicdo dos o6rgaos de controle com a velocidade de surgimento de novos
fendtipos de resisténcias e a escassez de novos agentes antimicrobianos foram relatadas com

grande preocupacéo (CDC, 2011).

Hassan e colaboradores (2010) demonstraram que os Estados Unidos da Ameérica,
gasta cerca de 2 bilhdes de dodlares por ano com internacfes e tratamentos de pacientes
portadores de infeccBes causadas por bactérias resistentes (Hassan, et al., 2010). No Brasil, os
dados sobre os gastos com Infec¢Bes Relacionados com a Assisténcia de Saude (IrAS), ainda
sdo raros, mas estudos realizados com foco na prevaléncia das IrAS apresentam uma taxa
variando de 34,7% a 46,5%, apresentando um grande predominio de infeccbes provocadas por

bactérias com expresséo de resisténcia (Lisboa, 2007).

Apesar deste panorama, em especial do grande nimero de mortes e dos altos custos
para o tratamento dos pacientes com as infec¢des bacterianas, somente duas novas classes
de antimicrobianos foram langados no mercado nos Ultimos 10 anos, linezolida (oxazolidinona)
e daptomycin (lipopeptideo), indicados para o tratamento por infeccées causadas por cepas
gram-positivas. Para as cepas Gram-negativas ndo h& relatos de introducdo de novos
farmacos neste mesmo periodo, mesmo representando equitativamente um problema
emergente, pois também tem-se verificado um aumento de expressdes de resisténcias aos
antimicrobianos de uso convencional, sendo necessario a busca de novos compostos com
acao inibitdria efetiva contra Gram -negativas (Wenzel, 2004).

O mecanismo de resisténcia intrinseca ou natural é expresso por genes localizados no
cromossomo da bactéria, faz parte de sua heranca genética, sendo transmitida verticalmente
aos descendentes sem perda da caracteristica. (Tenover, 2006). Estes mecanismos de
resisténcia podem ser expressos por um processo de inducdo, por exemplo, em resposta a
utilizacdo de um determinado antimicrobiano, ou normalmente, quando esta espécie ja
apresenta fatores de resisténcia aos antimicrobianos, como no caso de organismos do género
Enterobacter, naturalmente resistentes a cefoxitina, sendo tal fenétipo oriundo da producéo de

uma B-lactamase, AmpC cromossdmica (Cavallo et al., 2008).

As resisténcias extrinsecas ou adquiridas ocorrem por mutagfes e/ou rearranjo
genético, quando ha o aparecimento de resisténcia em uma espécie bacteriana anteriormente
sensivel ao fArmaco, resultante da mutagéo de genes reguladores ou estruturais e também por
aquisicdo de genes de resisténcia veiculados por elementos genéticos méveis, plasmideos e
transposons, ou da combinacgéo entre eles (Toledo et al., 2012; Barros et al., 2008).
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A resisténcia bacteriana tem se tornado uma preocupacdo permanente para 0S
departamentos de controle de doengas infecciosas. Bactérias resistentes, particularmente
Staphylococcus, Klebsiella spp , Pseudomonas spp, Enterococcus spp e Escherichia coli,
estdo se tornando comuns no ambiente hospitalar, levando a consequéncias graves, como 0s

altos indices de 6bitos (Alicia et al., 2008).

1.2 Principais bactérias patogénicas

Algumas bactérias séo frequentemente encontradas, nos isolados clinicos, colonizando
0s pacientes ou causando processos infeciosos. Um numero expressivo destes isolados
apresenta mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos de uso convencional. Dentre os
mais importantes estdo os Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,

Enterococcus e Klebsiella pneumoniae.

Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus é um importante agente patogénico associado as IrAS, com
uma prevaléncia importante em paises desenvolvidos, bem como nos paises em
desenvolvimento. A infec¢do por este agente pode aumentar o risco de mortalidade de 20 a
50%, além de tornar o tratamento mais demorado e com alto custo (Lawer et al., 2012).

A espécie S. aureus é bem distinta das outras cepas do mesmo género, apresentando
algumas caracteristicas bastante peculiares, tais como: colénias com cor dourada, a producdo
das enzimas coagulase e a desoxiribonuclease (DNAse), caracteristicas também usadas na
identificacdo da espécie (Collee et al., 1993).

Este patdgeno pode produzir infecgBes oportunistas em pacientes em situacdes de
risco, como no caso de internac¢des hospitalares, procedimentos invasivos e imunossupressao.
Nestes casos, esta bactéria pode causar diferentes processos infecciosos, desde uma infeccdo
cutanea até uma infeccao sistémica grave (Koneman et al., 2001).

A partir da década de 70, o S. aureus passou a ser um importante patégeno nas
infecgBes relacionadas com a assisténcia de saude. Neste periodo, as cepas isoladas
apresentavam resisténcia a meticilina, um beta-lactdmico com maior estabilidade que os outro
antimicrobianos da mesma classe. Logo, as cepas com este perfil de resisténcia foram
denominadas de MRSA (Methicillin Resistance Staphylococcus aureus), e apresentam

resisténcia a todos os betas-lactamicos comerciais (Murray et al., 2007).

Com a rapida disseminacdo das cepas MRSA nos ambientes hospitalares, o farmaco
de escolha passou a ser os antimicrobianos da classe dos glicopeptideos, a vancomicina e a
teicoplanina. Estes séo farmacos eficientes no tratamento de infec¢bes por MRSA, mas com
efeitos nefrotoxicos severos (Machado et al., 2005). Em 1997, no Japao, foi isolada cepas de
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S. aureus com resisténcia também aos glicopeptideos, denominada como GRSA ou VRSA
(Staphylococcus aureus resistente aos glicopeptideos ou Staphylococcus aureus resistente a
vancomicina) (Santos et al., 2007).

Os mecanismos de resisténcia de S. aureus séo resultado de mutacdes em genes dos
sitios de ligacdo dos antimicrobianos ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras
bactérias da mesma espécie ou mesmo de espécies diferentes, sendo transmitidas por
plasmideos ou transposons (Bernard, et al., 2004).

Nos Ultimos 10 anos, as cepas de MRSA, que eram restritas ao ambiente hospitalar,
passaram a ser isoladas em pacientes com infeccdo de pele na comunidade, sem relato de
internacdo nos uUltimos meses. Esta nova cepa foi denominada de CA-MRSA (Community-
associated MRSA) (Benoit et al., 2008).

Escherichia coli.

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae que faz
parte da microbiota intestinal normal do ser humano e dos animais. No entanto, algumas cepas
desta espécie sdo patogénicas e associadas a uma grande variedade de infeccfes intestinais e

extra-intestinais (Nataro e Kaper, 1998).

Em especial, as infec¢cdes do trato urinario sdo uma das principais formas de
patogénese das cepas de E. coli, podendo levar a um quadro grave de pielonefrites, meningites
e sepse. As formas mais graves das infeccdes sdo observadas em pacientes com um longo
periodo de internacdo. Frequentemente as cepas de E. coli isoladas nas IrAS apresentam
fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos da classe das aminopenicilinas (Donnenberg e
Whittam, 2001).

Os mecanismos de resisténcia geralmente encontrados para esta cepa sdo mediados
por aquisicdo de genes de resisténcia plasmidiais, tais como TEM1, TEM2 e SHV1, os quais
expressam enzimas que hidrolisam os farmacos antimicrobianos (Murray et al.,2007). Algumas
cepas também apresentam resisténcia por expressdo de mecanismos ESBLs (Extended-
Spectrum B-Lactamase), por mutagéo dos genes TEM e SHV (Lautenbach et a.l, 2001; Mallik
et al., 2013).

Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é o patégeno mais frequente nas infeccbes em pacientes
imunocomprometidos e em ambiente hospitalar, sendo considerado um importante agente
infeccioso por apresentar um nimero de fatores de viruléncia superior as cepas comunitarias
(Livermore, 2002). Todos os equipamentos hospitalares podem servir de reservatério, mesmo
nos liquidos utilizados como antissépticos, e em umidificadores de equipamentos de ventilagédo

mecanica. Estes fatores facilitam a sua disseminagdo e, em consequéncia, ocasiona um
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nimero maior de IrAS (Paviani et al., 2004). Além disso, um nimero consideravel de isolados
clinicos apresentam um perfil de multirresisténcia, aspecto temido pelos profissionais de saude,
pois leva ao agravamento do quadro clinico e a possivel faléncia clinica (Paviani et al., 2004).

As cepas de P. aeruginosa apresentam resisténcia intrinseca, como a proporcionada
pelo gene AmpC para beta-lactamase, um gene induzivel, passando a ser expresso na

presenca de antimicrobianos da classe beta-lactamicos (Tenover, 2006).

Enterococcus faecalis

Os Enterococcus sdo cocos Gram-positivos que fazem parte da microbiota resistente
do trato gastrointestinal. No entanto, podem significar um risco para pacientes com histérico de
longos periodos de internacdo, causando endocardite, infeccdo do trato urinario, sepse
neonatal e infeccdo em feridas abertas (Moellering, 1998). Os Enterococcus com perfis de
resisténcia tornaram-se importantes agentes patégenos humanos na década de 80. A partir
deste periodo, observou-se um aumento consideravel na ocorréncia de infeccdes por VRE
(Vancomycin-Resistant Enterococci), estas cepas apresentam resisténcia a elevadas
concentracdes de glicopeptideos, dificultando o tratamento (Harbarth et al., 2002).

Os mecanismos de resisténcia destas bactérias sdo mediados por genes plasmidiais
ou em transposons, os fenétipos Van A, Van B e Van C podem conferir as cepas portadoras
resisténcia a vancomicina e a teicoplanina. O gene Van A proporciona uma alta resisténcia a
vancomicina (Koneman et al., 2001). O gene Van A em VRE desperta uma grade preocupacao,
pois este gene estd em uma regido de transposon que pode ser transferido para outras cepas
de Enterococcus ainda ndo resistentes ou para outras espécies de bactéria, como no caso de
Staphylococcus aureus. Neste Ultimo caso, a presenca do gene Van A confere resisténcia aos
glicopeptideos em cepas Staphylococcus aureus. (Bhavnani et al., 2000).

Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae é um bacilo Gram-negativo amplamente distribuido na natureza e no
trato gastrointestinal. Trata-se de uma bactéria oportunista, podendo causar pneumonias
primarias em individuos debilitados, como alcoolistas, diabéticos e associadas a outras
doencgas pulmonares (Ben-David et al., 2011).

As pneumonias causadas por K. pneumoniae sdo formas graves, marcadas por uma
necrose extensa e hemorragias pulmonares, levando a destruicdo do tecido. Estas cepas
podem causar também infeccdes extrapulmonares, como sepse, meningites e infec¢bes do
trato urindrio (Yigit et al., 2012).
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Durante as Ultimas décadas, observou-se um aumento na propagacao de perfis de
resisténcia ESBL (Extended-Spectrum B-Lactamase), em K. pneumoniae. E entédo, para o
controle das infecgcBes passou-se a fazer uso, em larga escala, de antimicrobianos da classe

dos carbapenémicos, tais como imipenem e meropenem (Hawkey, 1997).

As cepas CRKP (Carbapenem-resistant K. pneumoniae) ou KPC tiveram o0s seus
primeiros relatos de isolamento em 2001. Hoje sdo encontradas com grande frequéncia em
unidades hospitalares em todo o mundo. A resisténcia aos carbapenémicos estd associada,
principalmente, com a presenca das beta-lactamases, que pode ser Metalo-beta-lactamase,
mediada pelos genes (IMP ou VIM), oxacilinases de espectro estendido (OXA) ou enzimas
KPC (Naseer et al, 2009).

Todas estas bactérias citadas anteriormente ocupam o ranking principal na escala dos
patégenos mais frequentes nas infeccOes relacionadas a assisténcia de saude e demandam
um elevado custo para o controle e tratamento dos pacientes colonizados ou infectados por

estes microrganismos.

1.3 Peptideos antimicrobianos

Nas ultimas décadas, a busca por novos antimicrobianos tem despertado o interesse
dos pesquisadores pelos Peptideos Antimicrobianos (AMPS), uma vez que recentes estudos
demostram que os AMPs sdo modelos adequados e promissores para novas classes de
antimicrobianos (Lv.et al., 2014).

Os AMPs apresentam em média de 10 a 100 residuos de aminodacidos e fazem parte
do sistema de defesa inato dos organismos vertebrados e invertebrados ou de secrecdes
produzidas e promovem uma protecdo contra uma variedade de microrganismos a que sdo
expostos (Tossi et al.,2000; Toke, 2005; Song et al., 2012).

Pesquisas realizadas nos ultimos 20 anos conseguiram identificar e isolar cerca de
1.200 AMPs, com sequéncias de aminoacidos variados, mas com caracteristicas comuns,
como por exemplo, os AMPs sdo peptideos catidnicos, apresentam carga molecular positiva,
devido a grande quantidade de residuos de lisina, arginina e histidina e sdo hidrofébicos ou
anfipaticos (Nakatsuji e Gallo, 2012). Residuos hidrofébicos, como triptofano e valina podem
perfazer de 30 a 50% das estruturas dos AMPs, e desempenham um papel vital na interacdo
com a membrana das bactérias (Hwang et al., 1998; Huang, 2000).

Os AMPs tém sido classificados pela sua composicdo, tamanho e suas estruturais
conformacionais. S&o divididos em categorias, como: peptideos a-hélice, peptideos com
estrutura folha-B,e a estrutura estendida, sendo as duas primeiras as mais comuns (figura 1)
(Nyuyen et al, 2011 ; Huang et al., 2010; Tossi et al., 2000;).
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Os peptideos antimicrobianos, na sua maioria, interagem com a superficie da
membrana das células bacterianas, causando a destruicdo da integridade estrutural da
membrana, além disso, alguns peptideos podem atuar em alvos no interior do citoplama
bacteriano (Lohner e Prenner, 1999). Uma vez que o folheto exterior da membrana plasmatica
de mamiferos consiste quase exclusivamente de fosfolipidos neutros, o presente nas bactérias
tem um elevado teor de fosfolipidos carregados negativamente, fator predominante para a

interacdo dos AMPs com as membranas destas bactérias (Prossnigg, 2010;Jin et al.2005).

Os fosfolipideos mais abundantes na membrana bacteriana sdo os fosfatidilglicerol e
difosfatidilglicero (cardiolipina), e também s&o encontrados nas células eucaridticas compondo
a membrana mitocondrial ( Han et al., 2006). Os fosfolipideos cardiolipinas sédo isolados em
grandes quantidades em membranas de cepas Gram-positivas (Sanderson, 2005; Huang, et
al., 2010; Wimley, 2010).

Em contraste, as membranas celulares de eucariotos apresentam a maioria da cargas
negativas no folheto interno da bicamada de fosfolipideos, dificultando a interacdo dos AMPs
com este tipo de membrana (Matsuzaki,1999; Brogden, 2005 ; Wiesner e Vilcinskas, 2010).

Como indicado acima, os AMPs, por sua caracteristica catiénica, sdo atraidos pela
superficie anibnica das membranas bacterianas, e apds a interacdo, os AMPs sofrem
mudancas conformacionais, causando uma pertubacdo na estrutura da bicamada lipidica
(Zasloff, 2002%; Meloet al., 2009).

1.4 Mecanisnos de acdo dos peptideos antimicrobianos

Diversos trabalhos realizados tém indicado que os AMPs apresentam modos
diversificados de acdo nas células bacterianas. Como descrito anteriormente,
independentemente do modo de acdo, os AMPs dependem da sua interagdo com a membrana

celular bacteriana (Giangaspero, et al., 2001; Hancock, 2002).

O mecanismo de alteracdo da permeabilidade da membrana bacteriana e consequente
acao antimicrobiana dos AMPs, ainda n&o estdo bem elucidados (Shai, 2002; Bechinger e
Lohner, 2006; Hernandez et al., 2010). Diferentes modelos sdo propostos para explicar como
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0s peptideos se inserem na bicamada lipidica da membrama bacteriana, resultando na
alteracdo da permeabilidade da membrana (Jenssen et al., 2006).

Provavelmente, o modo de ac&o pode estar ligado ao tipo de estrutura conformacinal
dos AMPs (Findlay et al., 2010; Hanconk, 1997; Huang,et al., 2010; Wimley, 2010). Os
mecanismos que 0os AMPs podem apresentar sdo classificados como: formacdo de tapetes
(Carpet-like), fomacéo de barril (Barrel-stave), poros toroidais (Toroidal model), modelo de SMH
(Shai-Matsuzaki-Huang) e o mais recente denominado modelo detergente (Detergent-like)
(Verly, 2010).

O modelo de carpete foi proposto pela primeira vez, em 1999 por Shai, que estudava a
acao do Dermaseptina S, um peptideo antimicrobiano isolado da secrecao da pele de sapos do
género Phyllomedusa (Elgar et al., 2006). Neste modelo, os peptideos se ligam de forma
paralela na superficie externa da membrana bacteriana (Figura 2), e varios peptideos sao
atraidos para a superficie da membrana formando uma estrutura similar a um tapete. A
presenca destes peptideos, causa uma reorganizacdo dos fosfolipideos, desestabilizando a
membrana e promovendo a alteracéo da fluidez (Reddy et al., 2004).

yved

Adaptada de Brogden, 2005.

Um pequeno grupo de AMPs, como o Alameticina isolado de um fungo, apresentam
como mecanismo a formacdo de barril (Figura 3) (Verly, 2010). Neste modelo, os AMPs se
orientam na superficie da membrana, ligando-se aos grupamentos fosfatos dos fosfolipideos. A
formacgdo dos poros na membrana € um processo dindmico, 0s peptideos se agregam e
inserem-se de forma perpendicular nas camadas de fosfolipideos da membrana, devido a uma
interacdo da regido hidrofébica do peptideo com a regido hidrofébica da membrana, resultando
na formacdo de poros, e deixando exposta a regido hidrofilica, facilitando assim, a saida de

moléculas pequenas e ions (Sanderson, 2005).
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Figura 3. — Representacdo do mecanismo de formacdo de Barril,
adaptada de Brogden, 2005.

O modelo de poros toroidais foi observado pela primeira vez em um estudo com
peptideos da classe da Magainina, isolado da pele de ras do género Xenopus (Elgar et al.,
2006). Neste mecanismo, os peptideos induzem o dobramento das cabecas dos fosfolipideos,
gue sao hidrofilicas, formando poros por onde a agua e os ions saem da célula. (Figura 4)
(Yeaman e Yount, 2003).
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Figura 4. — Representacdo do mecanismo de formacdo de poros toroidal,
adaptada de Melo, et al. , 2009.

A grande maioria dos peptideos antimicrobianos apresenta mecanismos incluidos no
modelo SMH (Shai-Matsuzaki-Huang) (Figura 5), mesmo os menores peptideos (Sanderson,
2005). Este modelo é uma unido dos outros modelos apresentados acima, ou seja, € uma
combinacao de intera¢des na superficie com a formacéo de poros. Os AMPs interagem com a
membrana celular bacteriana formando um tapete, ap0s esta interacdo os peptideos deslocam
os fosfolipideos, causando uma desordem na membrana. Esta acdo permite a entrada de
peptideos no interior da célula bacteriana, que atingem alvos intracelulares (Shai, 2002; Huang,
2000). A desordem provocada pelos AMPs pode levar ao rompimento da membrana (Wang et
al., 2005).
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O esquema na Figura 5 representa o0 modo de acao dos peptideos no modelo SMH. O
peptideo esta representado em a-hélice. A estrutura carregada positivamente esta
representada pela cor vermelha e a regido hidrofébica esta em verde.
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Figura 5: Modo de acdo de peptideos no modelo SMH. -a. Representa as interacdes
das regibes catibnicas dos peptideos com a camada externa da membrana celular. Em b.
Observa-se a adsor¢cdo do peptideo na membrana, tornando a camada externa mais fina e
uma desorganizacdo da camada lipidica. ¢c. Representa a formacéo de poros. d. Ocorre a
penetracdo de peptideos se ligando na camada interna da membrana. e. Este esguema
representa a acdo de alguns peptideos que podem interagir com alvos internos. f.
Desintegracdo da membrana. Retirada e modificada de Zasloff (2002).
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No modelo detergente, os peptideos se intercalam na bicamada lipidica formando
micelas complexas. Os AMPs se agregam dando origem a estruturas oligoméricas, estas
estruturas interagem de forma diferentes com a membrana. A forma de acédo dos peptideos,
neste modelo, é dependente da concentracdo, ou seja, quanto maior a concentragédo, melhor é

a interacdo com a membrana (Madden e Cullis, 1982). As estruturas oligoméricas formadas
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interagem com a membrana e retiram algumas moléculas de fosfolipideos, o que leva a

formacédo de micelas complexas (Figura 6) (Bechinger e Lohner, 2006).

Figura 6 — Representacdo do modelo detergente. Retirada e modificada de Bechinger e
Lohner, 2006 .

1.5 Peptideos Antimicrobianos de Artrépodes

Em resposta ao contato com microrganismos invasores, 0s artropodes evoluiram um
complexo arranjo de peptideos antimicrobianos que podem destruir ou inibir o crescimento de
um quantidade variada de patégenos (Nentwig, 2003; Sadd e Hempel, 2006). Devido a
necessidade de se defender, os artrépodes desenvolveram os sistemas de glandulas de
peconha, item usado também para subjugar as presas (Jeyashree e Devi, 2011). As peconhas
de artrépodes apresentam uma mistura complexa de compostos, como ions, aminodacidos,
acilpoliaminas, neurotoxinas, peptideos e enzimas, sendo fontes ricas de substancias bioativas
(Konno et al., 2000; Kozlov et al., 2006) .

Insetos sociais sdo mais susceptiveis a ocorréncia de doencas endémicas, pois suas
colbnias apresentam varios individuos convivendo muito proximos e apresentam também uma
variabilidade genética muito reduzida, fatores que contribuem para o desenvolvimento de
doengas infecciosas (Zasloff, 2002b; Schmid-Hempel, 2005). Por isso, € comum se isolar da
peconhas destes insetos, um numero expressivo de peptideos antimicrobianos (Baracchi,
2011).
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As peconhas de artrOpodes, e em especial, a peconha de vespas, tem atraido a
atencdo de pesquisadores por serem uma fonte de substancias bioativas, apresentando uma
grande variedade de peptideos de baixa massa molecular e proteinas com ac¢fes diversas
(Chen et al., 2010, Mortari et al., 2012).

Um ndmero expressivo de estudos realizados isolaram da peconha de vespas diversos
peptideos bioativos, que tém sido classificados por suas estruturas quimicas e por suas
atividades bioldgicas, em especial, as agdes antimicrobianas (Cabrera et al., 2008; Ribeiro et
al., 2004; Argiolas e Pisano 1983). Estes peptideos antimicrobianos séo representantes

potenciais para a criacdo de novas classes de antibidticos contra bactérias com expresséo de

resisténcia aos antimicrobianos convencionais (Toke, 2005; Cerovsky et al., 2008).

Tabela 1:Descricdo das estruturas primarias de peptideos antimicrobianos isolados da

peconha de vespas nesta Ultima década.

Fonte: The antimicrobial Peptide Database, acesso em 24 de fevereiro de 2013.

Peptideo Sequéncia Espécie de vespa Referéncia
Eumenitina-R LNLKGLIKKVASLLN Eumenes rubrofemoratus Rangelet al.,
2011.

Eumenitina-F
EMP-ER

EMP-EF

Pd mastoparano A

Pd_mastoparano B
Mp_mastoparano
Pm_mastoparano
PMM

Decoralina
Dominulina A
Dominulina B
Eumenitina
Polybia-MP1
Mastoparano-AF

Protonectina

LNLKGLFKKVASLLT
FDIMGLIKKVAGAL-NH2
FDVMGIIKKIAGAL-NH2
INWKKIFEKVKNLV

INWLKLGKKILGAL
INWLKLGKKMMSAL
INWKKIASIGKEVLKAL
SLLSLIRKLIT
INWKKIAEVGGKILSSL

INWKKIAEIGKQVLSAL
LNLKGIFKKVASLLT
IDWKKLLDAAKQIL
INLLKIAKGIIKSL

ILGTILGLLKGL

Eumenes fraterculus
Eumenes rubrofemoratus
Eumenes fraterculus
Polistes dorsalis dorsolis

Polistes dorsalis dorsolis
Mischocyttarus phthisicus
Polistes major major

Oreumenes decoratus
Polistes dominulus

Polistes dominulus

Eumenes rubronotatus
Polybia paulista

Agelaia flavomarginatum
micado

Agelaia pallipes pallipes

Rangel et al., 2011.
Rangel et al., 2011.
Rangel et al., 2011.
Cerovsky et al.,
2008.

Cerovsky, et al.,
2008.

Cerovsky, et al.,
2008.

Cerovsky, et al.,
2008.

Konno, et al., 2007.
Turillazzi, et al.,
2006.

Turillazzi, et al.,
2006.

Konno, et al., 2006.
Souza, et al., 2005.
Cabrera, et al.,
2004.

Mendes, et al.,
2004

Rangel e colaboradores (2011) isolaram quatro peptideos de vespas solitarias,

Eumenes rubrofemoratus e Eumenes fratercullus, identificados como Eumenitina-R, EMP-ER,
Eumenitina-F e EMP-EF, respectivamente. No teste antimicrobiano, os peptideos isolados
apresentaram resultados similares, com atividade antimicrobiana, com baixo valor de MIC
(concentragéo inibitéria minima) para bactérias Gram-positivas variando de 60 a 7,5 pM e para
Gram-negativos de 60 a 15 pM, e interessantemente também apresentaram baixa atividade

hemolitica.
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Em 2008, foram caracterizados quatro novos AMPs da familia dos mastoparanos,
isolados da peconha de trés vespas sociais: P. dorsalis dorsolis, Mischocyttarus phthisicus e
Polistes major major, estes AMPs foram nomeados como: Pd mastoparano A, Pd_mastoparano
B, Mp_mastoparano e Pm_mastoparano PMM. Os quatro peptideos isolados foram testados
contra as cepas de Escherichia coli e Bacillus subtilis, apresentando atividade antimicrobiana
com MICs variando de 60 a 7,5 uM (Cerovsky, et al., 2008).

Dois AMPs isolados da peconha de vespas sociais Polistes dominulus, os Dominulina
A e B, representam um importante elemento na defesa contra ataques de bactérias em
colénias destas vespas. Os peptideos foram isolados em individuos em variadas fases de
desenvolvimento, desde os ovos até a fase adulta. Para a avaliacdo da atividade
antimicrobiana foram realizados testes de difusdo em agar e foi determinado o MIC. Nos dois
testes, os AMPs apresentaram uma boa atividade inibitoria contra cepas de E. coli e B. subtilis
(Turillazzi, et al., 2006).

Mendes e colaboradores (2004), trabalhando com a peconha da vespa neotropical A.
pallipes pallipes, isolaram e purificaram dois peptideos, o Agelaia-MP e o Protonectina. O
primeiro ndo apresentou atividade antimicrobiana significativa, com MIC de 382ug/ml e uma
alta atividade hemolitica. Em contra partida, o segundo peptideo apresentou uma potente
atividade antimicrobiana, com MICs variando de 1,7 a 25 pg/ml para as cepas Gram-negativas
e de 3,1 a 12,5ug/ml para Gram-positivas, além disso a atividade hemolitica neste peptideo foi

baixa.

O peptideo Polybia-MP1, isolado da pe¢conha da vespa Polybia paulista, apresentou
atividade antimicrobiana, mas também apresentou uma potente atividade hemolitica. Outro
AMP da familia dos mastoparanos com um bom espectro de atividade antimicrobiana é o
Mastoparano-AF, isolado da pecgonha da vespa solitaria A. flavomarginatum micado, e

apresenta baixa atividade citolitica sobre eritrécitos humanos (Cabrera, et al., 2004).

Da peconha da vespa solitdria Oreumenes decoratus foi isolado o peptideo nomeado
como Decoralina. Este AMP foi avaliado contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
Candida e promastigoto de Leishmania major. Esta avaliagdo comprovou que o peptideo
apresenta uma atividade antimicrobiana de amplo espectro e uma baixa acdo hemolitica
(Konno et al.,2007). Konno e colaboradores (2006) também isolaram um peptideo, nomeado
como Eumenitina da peconha da vespa solitdria Eumenes rubronotatus. Este peptideo, qguando
testado contra cepas de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, apresentou uma atividade
antimicrobiana de amplo espectro, com MICs variando de 60 a 6 UM e com baixa atividade
hemolitica em eritrocitos humanos (Konno et al., 2006).

Diante do desafio de vencer a progressdo dos fendtipos de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos, os peptideos, em especial, 0os pertencentes a classe dos mastoparanos, se
tornaram foco de investigacdes em laboratérios de varios paises. O grande potencial destes
compostos é devido principalmente por apresentarem uma acgdo antimicrobiana ampla e
bastante efetiva e variaveis graus de inducdo de hemdlise (Souza et al., 2005). Os
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mastoparanos séo tetradecapeptides isolados apenas na pegonha de vespas (Cerovsky et al.,
2008; Konno et al., 2007; Xu et al., 2005).

1.6 Vespas Synoeca surinama

Synoeca surinama € uma vespa social que compde um pequeno género com cinco
espécies descritas: S. chalibea , S. virginea, S. surinama , S. septentrionalis e S. cyanea.
(Adena et al., 2009). Ocorre geralmente nas florestas tropicais, comum nas Américas, e sdo
encontradas desde o México até a Argentina (Richards, 1978).

Os ninhos sdo construidos sobre uma superficie plana e inclinada, nos troncos das
arvores, a uma altura média de 4,5 m (Santos, 2009). Além disso, 0s ninhos podem apresentar
uma ou mais camaras com uma cobertura semelhante a couraca de um tatu (Dasypus sp) com
uma Unica saida (Figura 8), e por este motivo sdo conhecidas no Brazil, como “Marimbondo
Tatu” (Castellén, 1980). Os individuos apresentam um tamanho de 1,5 a 3,5 cm, em média, e

geralmente apresentam uma cor metalica (Figura 7).

Em relacdo a peconha, ndo existem relatos na literatura do estudo da composicdo e de

bioprospeccao de compostos isolados desta peconha.
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Figura 7 — Ninho da vespa visualizado no Centro Olimpico da UnB, Campus Darcy Ribeiro —
Brasilia-DF.

Figura 8 — Exemplares da vespa, com enfoque em sua coloragédo escuro metalica.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Frente ao desafio do crescente nimero de cepas resitentes ao antimicrobianos
convencionais e a potencialidade dos peptideos como precursores para a descoberta de novos
farmacos antimicrobianos, este trabalho visa buscar novas alternativas para o tratamento da

infeccdes bacterianas isolados da peconha de vespas sociais.

2.2 Objetivos especificos

* Isolar e identificar novos peptideos com perfil antimicrobiano da peconha da vespa
social da espécie S. surinama.

» Testar os peptideos isolados da peconha contra bactérias de interesse clinico, com e
sem expressado de resisténcia aos antimicrobianos convencionais.

* Avaliar o efeito hemalitico dos peptideos antimicrobianos isolados da peconha de
vespas sociais.

* Identificar a estrutura primaria dos peptideos com perfil antimicrobiano.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta do material biolégico

Dois ninhos da vespa S. surinama foram coletados na area de mata do Centro
Olimpico da UnB (Universidade de Brasilia), localizado entre as coordenadas 15°46° S e
47°50'W, apos a obtencao da licenca de coleta e manutencédo ICMBIo SISBIO ndmero 21723-1.

A identificacdo da espécie foi gentimente feita pela Dr. Fernando B. Noll do
departamento de Zoologia e Boténica da Universidade Estadual Paulista (UNESP) do campos
de Botucatu. Os exemplares enviados para a identificacdo foram depositados na Cole¢&o de
Hymenoptera da UNESP.

Com uma escada, foi realizado 0 acesso aos ninhos e a coleta foi realizada utilizando
sacos de coleta pretos, teve-se o cuidado de se retirar somente parte dos ninhos, sempre a
parte anterior, préximo a entrada do ninho, possibilitando assim a reconstrugdo dos mesmos.

Os materiais coletados, imediatamente, foram colocados em caixa térmica com gelo,
mantendo os animais com baixa atividade. Apds a coleta, os exemplares foram levado para o
Laboratorio de Toxinologia da UnB e armazenado no freezer até 0 momento da preparacgédo das

amostras.

3.2 Preparacdo das amostras

As vespas foram eutanasiadas pelo método de congelamento, 250 exemplares que
apresentavam os aparelhos de inoculacdo integros foram selecionados para a extragdo das
glandulas e reservatorios de peconha.

As glandulas e os reservatérios retirados com o auxilio de uma pinc¢a, foram macerados
em microtubos , tipo eppendorf, de 2 ml, com com um pistilo de vidro em 200 pl de agua
deionizada / acetonitrila a 50%. Apds a maceracéo dos reservatorios, a mistura foi centrifugada
a 10000 xg e o sobrenadante transferido para outro microtubo. Este processo foi repetido por 3
vezes, e todo o material retirado foi concentrado em um Unico microtubo.

A peconha concentrada foi ultrafiltrada utilizando um filtro Microcon (Millipore),
reservando o filtrado que apresentava apenas compostos com massas moleculares inferiores a
3000Da.

3.3 Separacao por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Foram realizadas duas cromatografias, uma da peconha ultrafiltrada para a separacéo
dos componentes da peconha e a segunda para a purificagcdo da fracdo que apresentou a
melhor atividade antimicrobiana nos testes preliminares.

A peconha ulfiltrada liofilizada foi ressuspendida em &gua deionizada com 5% de
acetonitrila e 0,1% de &cido trifluoracético, para a separacao por cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE), do inglés high performance liquid chromatography (HPLC), realizada para o
isolamento dos compostos.

Para a separacéo foi utilizada uma coluna de fase reversa semi-preparativa (C18,
218TP510, 5um, 250 x 10 mm, Phenomenex®, USA) com os solventes A (agua deionizada
com 0,1% de &cido trifluoracético) e B (acetonitrila com 0,1% de acido trifluoracético), eluicédo
com 5% do solvente B por 20 minutos e, em seguida, com 5% até 100% do solvente B em 60
min, e fluxo de 2 ml/min. A absorbancia foi monitorada de 214 a 280 nm. As fracdes obtidas
nesta separacgdo foram coletadas, liofilizadas e quantificadas.

A segunda cromatografia foi utilizada uma coluna de fase reversa analitica (C18,
218TP510, 5um, 250 x 10 mm, Phenomenex®, USA) com os solventes A (agua deionizada
com 0,1% de &cido trifluoracético) e B (acetonitrila com 0,1% de acido trifluoracético), eluicdo
com 5% até 85% do solvente B em 60 min, e fluxo de 1 ml/min. A absorbancia foi monitorada
de 214 a 280 nm. As fracBes obtidas nesta separacdo foram coletadas, liofilizadas e
guantificadas.

3.4 Espectrometria de massa e seqlienciamento dos peptideos

Para a identificacdo das massas moleculares, as fracGes cromatograficas foram
submetidas a espectrometria de massa por MALDI TOF/TOF (UltraFlex Ill, Bruker Daltonics,
Alemanha). As fracBes ja ressuspendidas em agua deionizada foram adicionadas a uma matriz
de acido alfa-cyano-4-hidroxi-cindmico. Ao final, essa mistura foi aplicada em triplicata em uma
placa Buker MPT Massive e ap0s a cristalizacdo, as amostras estavam prontas para analise

As sequéncias primarias obtidas foram comparadas com outras sequéncias disponiveis
em bancos de dados por meio dos programas Fasta3 sob o servidor Expasy (Expasy Molecular
Biology server; http://www.expasy.org) e BLASTP (ALTSCHUL et al, 1997 -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Os sequenciamentos foram realizados em colaboragdo com o Prof. Octavio Franco da

Universidade Catélica de Brasilia (UCB), com o auxilio do Aluno Nelson Junior.

3.5 Sintese do peptideo

O peptideo foi sintetizado em fase sodlida (F-MOC) pela empresa Aminotech
Desenvolvimento e Tecnologia Ltda com base na sequéncia obtida por espectrometria de

massa.

3.6 Ensaio antimicrobiano

3.6.1 Preparo das fracfes e dos peptideos
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A verificagdo da agdo antimicrobiana frente as bactérias foi realizada com a técnica de
microdiluicdo em placas para a determinagdo da Concentragéo Inibitéria Minima (MIC), de
cada fracao selecionada apés a cromatografia, do peptideo purificado e do peptideo sintético.

ApoOs a quantificacdo das fragBes por pesagem os peptideos foram ressuspendidas em
1mL de agua deionizada, formando solucdes estoque de cada amostra em suas respectivas

concentracoes.

As fracBes foram diluidas em 1ml de agua deionizada, as concentragdes iniciais foram
calculadas conforme o peso de cada fracdo, da solucdo estoque, de cada fracdo, foram
realizadas diluicBes em que resultassem em uma concentracdo final variando de 62,5 a 0,62
UM por poco.

3.6.2 Inéculo

Foram selecionadas 10 cepas de bactérias ATCC, divididas em dois grupos, um sem
expressdo de resisténcia e o outro com expressao de resisténcia conhecida: Staphylococcus
aureus (29213s), Staphylococcus aureus (33591r), Enterococcus faecalis (29212s),
Enterococcus faecalis (51299r), Escherichia coli (25922s), Escherichia coli (35218r),
Pseudomonas aeruginosa (27853s), Pseudomonas aeruginosa (496193r), Kebsiella
pneumoniae (BAA 1705s) e Kebsiella pneumoniae (BAA 1705r).

As cepas utilizadas foram cedidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saulde (INCQS), da Fundacédo Oswaldo Cruz-FIOCRUZ.

As cepas liofilizadas foram hidratadas com meio BHI (Brain Heart Infusion) e crescidas
por 18 horas. Apés o crescimento, foram realizados cinco repiques em placas de agar sangue.
As colbnias, caracteristicas das espécies, foram isoladas em meio BHI liquido e foram
realizados testes de coloracdo de Gram para verificacdo da pureza e especificidade das cepas.

Os in6culos foram preparados com o crescimento das cepas incubadas em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) por duas horas. A concentracdo foi ajustada pela turbidez de 0,5 na
escala de Mcfarland, apresentando aproximadamente 1x10® UFC/ml, conforme orientacdo da
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012).

Foram realizadas diluigBes de 1:20, das culturas na concentragdo de 0,5 na escala de

Mcfarland, em caldo Mueller Hinton, resultando em uma concentracao final de 1x10° UFC/m.

3.6.3 Preparacgdo dos antimicrobianos padréo

Nos controles positivos de inibicdo foram utilizadas os farmacos padronizados pelo
manual M100S22 CLSI1/2012.

Para as cepas Gram-positivas, utilizou-se o cloridrato de vancomicina do laboratério
ABL (Antibidticos do Brasil), lote 104562, com uma poténcia de 95%.
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Para as cepas Gram-negativas, utilizou-se o cloridrato de cefepima do laboratério
Novafarma industria farmacéutica, lote 2490283, com poténcia de 100,8%.

Os farmacos padrées foram diluidos em caldo Mueller Hinton (MH), em uma solugéo
estoque na concentracdo de 64ug/ml. Cada pogo da placa de ELISA recebeu 50 pl da solucéo
estoque do farmaco padréo, 20 pl do inoculo bacteriano e 130 pl de caldo MH , resultando em

uma concentracao final de 16pg/ml.

3.6.4 Preparacéo do meio de cultura

Para o crescimento inicial das cepas foi utilizado o meio BHI (Brain Heart Infusion)
over-night, obtendo-se um melhor crescimento por se tratar de um meio rico em nutrientes. O
meio foi preparado conforme a indicagcdo do fabricante, sendo realizado o ajuste de pH quando
necessario.

Para o teste de microdiluicdo em placas, o meio utilizado foi o Mueller Hinton
(HIMEDIA), em concordancia ao que determina a CLSI1/2012.

3.6.5 Preparacédo dos testes em placas

Os ensaios foram realizados em microplacas de ELISA, de fundo chato, em triplicata.
Cada fracdo da peconha ultrafiltrada, separada na cromatografia, foi testada contra as duas
cepas ATCCs. Cada poco recebeu 80 pl de caldo Mueller Hinton com DMSO (Dimetilsulfoxido)
a 2,5%, 100 pl de solucédo das fragdes da peconha indicadas e 20 pl do in6culo ajustado para a
concentragdo de 1x10° UFC/ml, resultando em uma concentragéo final de 1x10°> UFC/ml, por

poco. Cada poco apresenta um volume final de 200ul.

No controle positivo de inibicdo de crescimento, utilizou-se os farmacos padres
diluidos em meio MH na concentracéo de 16 pg/ml por pocgo. Da solugéo estoque foi transferido
50 pl para cada pogo, completando o volume com 130 pl de caldo MH e DMSO 2,5% e 20 ul do

indculo naconcentracdo de 1x10° UFC/m.

No controle negativo de inibi¢do, cada poc¢o recebeu 180ul de caldo MH e DMSO 2,5%

e 20 pl do inéculo naconcentragdo de 1x10° UFC/m.

No controle colorimétrico do caldo, foram colocados 200ul de caldo MH com DMSO
2,5%.

3.6.6 Leitura das placas
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As placas foram incubadas a 37°C por 18 horas em estufa bacteriolégica. A leitura foi
realizada em leitora de microplaca Multskan, com comprimento de onda de 595 nm.

3.6.7 Interpretacdo dos dados

Os dados da leitura de absorbancia foram obtidos na leitora de microplacas e a

porcentagem de células viaveis foi calculada através da férmula:

(D0 ebtide— DO contr. Negative)

0, inibic3a = -
% de inibigdo | D0 contr.pesitive — D0 contr. negative ) x 100

Os resultados obtidos foram subtraidos de 100, resultando no percentual de inibicdo
do crescimento.
Os valores de inibicdo foram analisados no software GraphPad 5, determinado o MICsg

e MICy, para cada fracdo e dos peptideos puros frente as duas cepas.

3.7 Ensaio hemolitico

A determinacdo da atividade hemolitica do peptideo sintético foi realizada segundo o

protocolo de Rangel et al., 1997.

Em um tudo de ensaio foram colocados 2 ml de sangue de camundongo e
acrescentado a solucdo de Krebs (113 mM NaCl , 1,2 mM KH,PQO,, 4,0 mM KCI , 1,2 mM
MgSO, , 2,5 mM CaCl, , 25 mM NaHCOs;, 11,1 mM Glicose para 500ml de solugdo) com
agitacdo suave, a solucdo resultante foi distribuida em microtubos, e seguiu-se a uma
centrifugagcdo por 5 minutos a 5000 xg, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1ml de
solugdo de Krebs. Este procedimento foi repetido por mais 3 vezes, realizando uma lavagem
das hemacias. Apés a Ultima lavagem, o concentrado de hemacias foi transferido para um tubo

de ensaio e diluido para uma concentracdo de 4% de hemacias.

Cada tubo recebeu 50 pl de solucdo de hemécias a 4% e 50 pl de solucdo dos

peptideos nas seguintes concentra¢des: 1000, 800, 400, 200,100, 90, 80, 70 e 60 puM.

O controle negativo de hemdlise foi realizado com 50 pl de solugdo de Krebs e 50ul
de solucdo de hemacias a 4%. No controle positivo, 50 pul da solu¢cao de hemacias a 4% foram

adicionados em 50 pl solugdo de Triton X-100 a 1%.
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Os tubos com as solugfes foram mantidos em temperatura ambiente por 1 hora. ApGs
decorrido o tempo determinado, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 5000 xg. Em
seguida, 50 pl do sobrenadante foram transferidos para po¢os de uma microplaca. A leitura foi
realizada em uma leitora de microplaca Multskan, com comprimento de onda de 540 nm. Todos

os testes foram realizados em triplicata, e em 3 ensaios independentes.
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4. RESULTADOS

Apoés a ultrafiltragdo, o material resultante foi liofilizado resultando em um quantitativo
de 0,01822g de compostos de baixa massa molecular da peconha da vespa Synoeca

surinama.

O perfil cromatogréafico padrao esté ilustrado na Figura 10. As fragBesforam separadas
e coletadas, resultando em 90 fra¢cBes, destas foram separadas 23 fragfes que apresentaram
eluicdo apds 40 minutos do inicio do protocolo. Esta selecdo foi realizada com o intuito de
avaliar a atividade dos peptideos com perfis mais hidrofébicos, caracteristica observada nos

AMPs ja descritos.
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Figura 9 - Perfil cromatografico da separacéo-em fase reversa (Phenomenex® C18)de peconha ultrafiltrada, com fluxo de 2 ml/min. |
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4.1. Ensaio antimicrobiano preliminar com o peptideo natural
As fracdes de 1 a 23, conforme mostrado na figura 10, foram testadas frente a cepas
de Staphylococcus aureus ATCC (29213) e Escherichia coli (25922).

Nos ensaios preliminares foram usadas as doses: 100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 1ug/ml.
Nesta fase ndo foram calculados os valores em micromolar, pois ainda ndo era conhecida a

massa molecular das fragoes.

A fracdo 10, com eluicdo em 50 minutos, foi a que apresentou a melhor atividade
antimicrobiana frente as cepas testas nos ensaios preliminares. Observando uma inibicdo de

100% do crescimento das cepas. As demais fracdes apresentaram inibicdo de 0 a 30%.

Uma recromatografia da fracdo 10 foi realizada com a finalidade de obter um melhor

isolamento.

mAU 5 %
2000 75.0
1000 50.0

25.0
12
GJ =
— ' ' 1 - r r T 1 r r r r I T T r r T T T T T 1 T T T T T 7 OO
0 10 20 30 40 50 60 min

Figura 10 — Perfil cromatogréfico apds a separacdo em coluna analitica fase reversa
(Phenomenex® C18) da fragcdo 10, com fluxo de 1 ml/min. Absorbancia foi monitorada de 214 a
280nm, gerando um total de 3 fragBes. A linha azul indica a concentracdo de acetonitrila (5-
85%).

Devido a quantidades minimas das frag6es separadas, apenas para fragdo 10.3 da
recromatografia foi realizado o espectro de massa (MS), que mostrou a presenca de um
composto majoritario, com m/z 1617.861(M+Na") (figura 11).
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Figura 11: O espectro de massa da fragdo 10.3 obtido pelo equipamento MALDI/TOF revelou a presen¢a do composto majoritario ,
contendo o ion (M+Na") = 1617.861 Aquisicdo por MALDI/TOF no modo linear refletido
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A partir da determinacdo da massa da fracdo 3, foram realizados testes contra as cepas padrdes, nas
concentragdes variando de 62,5 a 0,62 pM.

A figura 12 apresenta o desempenho da fragdo 3 contra o crescimento das bactérias da cepa de

Staphylococcus aureus ATCC (29213), podendo-se observar, que este peptideo apresenta efeito inibitorio sobre o
crescimento desta bactéria.

1. Nas doses de 62,5 a 1,5uM., para S. aureus, ocorreu uma inibicdo do crescimento em torno de 99%
e de 50% na dose de 0,62uM.

120
\ 4 & \ 4 ®
0] o
o
3]
o
2 60
£
N
30F
O 1 1 1 1
0.0 0.5 1.0 15
Fragcao 3

Log(dose i)

Figura 12: Taxa de inibicdo de crescimento de bactérias Staphylococcus aureus ATCC (29213), utilizando-se
a fracdo 10.3 da recromatografia, isolada da peconha da vespa Synoeca surinama. R2= 0,8064.

A figura 13 apresenta o desempenho da fragdo 3 contra o crescimento das bactérias da cepa de Escherichia
coli (25922). O efeito inibitdrio foi inferior ao observado para a cepa Gram-positiva.
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Nas doses de 62,5 a 3,12 uM, para E. coli, observou-se uma inibicdo do crescimento em torno de 99% e de
50% na dose de 1,5 pM.
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Figura 13: Taxa de inibicdo de crescimento de bactérias Escherichia coli (25922), utilizando-se a fragcdo 10.3
da recromatografia, isolada da peconha da vespa Synoeca surinama. R2= 0,8673.

Os resultados do ensaio antimicrobiano preliminares demostraram que a fracdo selecionada tem uma boa
acdo antimicrobiana para bactérias Gram-negativas e Gram-paositivas.

4.2 Espectrometria de Massa e Sequenciamento da fracdo 10.3

Apés a verificacdo de atividade antimicrobiana da fracdo 3, foi realizada a espectrometria de massa MALDI

TOF/TOF para a determinacdo da massa molecular (MS) e o sequenciamento para a identificacdo da sequéncia dos
aminoacidos (MS/MS) da fracdo 10.3 (Figura 14).
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Figura 14: Determinacado da sequéncia de aminoacidos do peptideo correspondente a fragdo 10.3 Realizado no MALDI-TOF/TOF .



O peptideo isolado apresenta massa molecular de 1594,8Da e é composto por 14
residuos de aminoé&cidos (Figura 14).

A sequéncia peptidica da fragdo 10.3 foi determinada como I/L-N-W-I/L-K-I/L-G-K-K-I/L-

I/L-A-S-I/L-NH,, com amidacédo da regido C-terminal.

ApOs uma comparagdo com bancos de dados, pode-se verificar que se trata de um
peptideo novo, mas com similaridade aos peptideos mastoparanos isolados da peconha de

vespas.

Na Tabela 2 estda mostrada uma lista dos principais mastoparanos isolados de

peconhas de vespas, com as respectivas sequencias primarias.

Tabela 2 — Sequencia primaria de mastoparano isolados de peconha de vespas

Peptideo Sequéncia Especie de Vespa Referéncia
EMP-ER FDIMGLIKKVAGAL-NH2  E. rubrofemoratus Rangel et al 2011.
EMP-EF FDVMGIIKKIAGAL-NH2  Eumenes fraterculus Rangel et al 2011.

Pd mastoparano
A

Pd_mastoparano
B

Mp_mastoparano

Pm_mastoparano
PMM

Polybia-MP1

Mastoparano-AF

Mastoparano A
Mastoparano B
Mastoparano
Mastoparano-M
Mastoparano-T
HR-I

Mastoparano-Il

Mastoparano-X

Mastoparano-C

Protonectarina-
MP

Parapolybia-MP
Polybia-MP |

INWKKIFEKVKNLV

INWLKLGKKILGAL

INWLKLGKKMMSAL

INWKKIASIGKEVLKAL

IDWKKLLDAAKQIL
INLLKIAKGIIKSL

IKWKAILDAVKKVL
LKLKSIESWAKKVL
INLKALAALAKKIL
INLKAIAALAKKLL
INLKAIAAFAKKIL
INLKALAALVKKVL

INLKALLAVAKKIL

INWKGIAAMAKKLL
INWKALLAVAKKIL

INWKALLDAAKKYVL

INWKKMAATALKMI
IDWKKLLDAAKQIL

P. dorsalis dorsolis

P. dorsalis dorsolis

Mischocyttarus
phthisicus

Polistes major major

Polybia paulista

A. flavomarginatum
micado

Vespa analis
Vespa basalis
Vespula lewisii
Vespa mandarina
Vespa tropica

Vespa orientalis
Vespa orientalis

Vespa xanthoptera

Vespa crabro

Protonectarina
sylveirae

Parapolybia indica

Polybia paulista

Cerovsky, et al
2008.

Cerovsky, et al
2008.

Cerovsky, et al
2008.

Cerovsky, et al
2008.

Souza, et al 2005.
Cabrera, et al 2004.

Nakajina et al.,1986
Ho e Hwang ,1991
Hirai et al., 1979
Hirai et al., 1981
King et al.,2003

Tuichibaev et al.,
1988

Nazimov et al.,
1980

Hirai et al., 1979

Argiolas e Pisano,
1984

Dohtsu et al., 1993

Toki et al., 1988
Mendes et al.,2005



EMP-AF INLLKIAKGIIKSL Anterhychium Konno et al.,2000
flvomarginatum

micado
P-13 INWLKLGKKVSAIL Protopolybia sedula Nakajina et al.,1986
Mastoparano-V INWKGIAAMAKKLL Vespa affinis Linetal., 2011
Mastoparano-AF INLKAIAALAKKLF Vespa velutina Lin etal., 2011
Synoeca-MP INWLKLGKKIIASL-NH,  Synoeca surinama -

O peptideo foi entdo denominado Synoeca-MP e foi sintetizada pela AminoTech
Pesquisa e Desenvolvimeto Ltda, que enviou a analise da pureza do peptideo por
espectrometria de Massa (figura 15). Este espectro mostra a presenca de duas massas com
cargas protonadas com 2 e 3 H*, com massas de 759.54 e 533.39 Da, respectivamente.
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Figura 15: O espectro de massa do peptideo sintético que revelou a presenca de um Unico
composto, contendo os ions (M+3H") = 533,39 e (M+2H") = 799,54.

4.3 Resultado dos testes com peptideo sintético

O peptideo sintético recebeu a nomenclatura, similar ao natural, de Synoeca-MP, por
se tratar de um AMP da classe dos mastoparanos, com a mesma sequéncia do peptideo
isolado da peconha da vespa social Synoeca surinama.

Todos os testes foram realizados em triplicatas e em 3 ensaios independentes, cada
cepa teve um controle negativo de inibicdo e um controle positivo de inibicao.
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Apo6s a observacdo dos efeitos no ensaio preliminar com uma cepa Gram-positiva e
uma Gram-negativa, percebeu-se que era necessario determinar doses diferentes para cada
grupo. O experimento foi realizado seguindo as concentragdes relativas a cepa testada.

Tabela 3: Relacdo das doses do peptideo Synoeca-MP, em pM, testadas para os

grupos.

Cepas Doses (UM)
Staphylococcus aureus senvivel 2,50; 2,18; 2,12; 2,06; 2,00; 1,93; 1,88; 1,50 e
Staphylococcus aureus MRSA. 1,25uM

Escherichia coli sensivel,
Escherichia coli ESBL,

Enterococcus faecalis sensivel 28,10; 21,90; 18,75; 15,62; 12,50; 9,37; 6,25

Enterococcus faecalis VRE e 3,10 uM
Pseudomonas aeruginosa sensivel 9,37; 6,25; 5,93; 5,62; 5,31; 5,00; 4,70;
Pseudomonas aeruginosa MR* 4,40uM

Kebsiella pneumoniae senvivel

Kebsiella pneumoniae KPC.

*Multirresistente, sensivel somente a polimixina.
Os valores de MICsy e MICy que demonstram a acao do Synoeca-MP contra as cepas
padrdo ATCC podem ser visualizados na tabela 04.

Tabela 4: Comparacao entre os MICs, € MICgy, obtidos por regressao nado-linear do peptideo
Synoeca-MP em Cepas Padrdo ATCC (UM).

MIC Cepa Sensivel Cepas Resistentes

S. aureus (29213s) S. aureus (33591r)
MICsg 2,188 (2.072 - 2.310) 1,977 (1.924 - 2.031)
MICgo 2,195 (2.085 - 2.310) 2,283 (2.147 - 2.427)

E. coli (25922s), E. coli (35218r)

MICsg 1,976 (1.898 - 2.057) 2,079 (1.982 - 2.180)
MICgo ~1.241 ~1.212

E. faecalis (29212s), E. faecalis (51299r)
MICsg 10,710 (9.935 - 11.54) 8,370 (7.366 - 9.511)
MICgo 17,860 (13.56 - 23.52) 17,150 (13.24 - 22.21)

P. aeruginosa (27853s) P. aeruginosa (496193r)

MICso 4,876 (4.828 - 4.924) 5,281 (5.165 - 5.400)
MICgo ~5.011 5,910 (5.643 - 6.189)

K. pneumoniae (BAA 1705s)

K. pneumoniae (BAA 1705r)
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MICsg 5,335 (5.200 to 5.474) 3,596 (2.705 to 4.782)

MICy 6,354 (5.740 to 7.033) ~4.884

A acdo antimicrobiana observada foram significativas para todas as cepas testadas,
com o MICgvariando de 1,97 uM a 10,8 uM e com um MICgq, variando de 1,24 uM a 17,8 pM.
Os valores dos MICs foram calculados estatisticamente por regressdes néo-lineares

sigmoidais pelo software GraphPad 5.

Os testes com as cepas S. aureus (29213s) e S. aureus (33591r) nas doses de 2,50
a 1,25 pM mostraram que o peptideo foi capaz de inibir o crescimento bacteriano,

apresentando respostas similares para cepas sensivel e para as resistentes.
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Figura 16- Porcentagem de inibicdo do peptideo Synoeca-MP contra as bactérias
Staphylococcus aureus sensiveis e resistentes ATCC 25923 e 33591. R,= 0,7397 e R,-0,8933,

respectivamente.
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Para os testes com as cepas E. coli (25922s) e E. coli (35218r), nas mesmas doses do
teste de S. aureus, o peptideo também inibiu do crescimento bacteriano, apresentando inibi¢cao

para cepas sensiveis com doses mais baixas que as utilizadas para a cepa resistente.
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Figura 17- Porcentagem de inibicdo do peptideo Synoeca-MP contra as bactérias
Escherichia coli sensiveis e resistentes ATCC (25922s) e (35218r). R,= 0,7402 e R,-0,5722,

respectivamente.
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Nos testes com as cepas E. faecalis (29212s), E. faecalis (51299r), as doses variaram

de 28,10 a 3,10 uM. Estas cepas apresentaram uma maior resisténcia ao peptideo Synoeca-

MP, sendo, entdo, necessario utilizar outros valores de doses. Neste ensaio, foram necessarios
valores mais altos do peptideo. Nas doses utilizadas, observa-se a inibicdo do crescimento

bacteriano similar para as duas cepas.
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Figura 18- Porcentagem de inibicdo do peptideo Synoeca-MP contra as bactérias E. faecalis

sensiveis e resistentes ATCC (29212s) e (51299r). R,=0,8061 e R,=0,6316.,

respectivamente.
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Nos testes com as cepas P. aeruginosa (27853s), P. aeruginosa (496193r), as doses
variaram de 9,37 a 4,40 uM. Estas cepas apresentaram um perfil de inibicdo diferenciado. A
cepa sensivel apresentou inibicdo de 100% com as doses mais baixas de 5,3uM, enquanto a
cepa resistente apresentou inibicdo de 100% nas doses acima de 9,37uM.
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Figura 19- Porcentagem de inibicéo do peptideo Synoeca-MP contra as bactérias P.

auruginosa sensiveis e resistentes ATCC , (27853s) e (496193r). R2 =0,8994 e R2= 0,7467,
respectivamente.

47



Para o teste com as cepas K. pneumoniae (BAA 1705s) e K. pneumoniae (BAA 1705r),
as doses variaram de 9,37 a 4,40 uM, as mesmas utilizadas para o teste com P. aeruginosa. A
cepa com perfil de resisténcia ESBL, se mostrou mais sensivel ao peptideo Synoeca-MP,
apresentando inibicdo de 100% nas doses acima de 4,7 uM. A cepa sensivel apresentou
inibicdo de 100% com as doses acima de 6,4uM.
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Figura 20- Porcentagem de inibicdo do peptideo Synoeca-MP contra as bactérias K.

pneumoniae sensiveis e resistentes ATCC (BAA 1705s) e (BAA 1705r). R, = 0,6685 e
R,=0,2216, respectivamente.
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O ensaio com o peptideo Synoeca-MP para avaliar a acdo hemolitica apresentou um

ECsode 185uM  que representa uma dose 17 vezes maior que a dose mais alta usada no teste

de inibicdo de bactérias.
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Figura 21: Ensaio hemolitico usando diferentes concentracdes do peptideoSynoeca-MP em

solucdo de hemacias de camundongos a 4%. R,= 0,9973
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5-DISCUSSAO

Hoje, as doencgas infecciosas sdo a segunda maior causa de mortes de individuos
hospitalizados, sem que a causa de internacdo tenha sido por processos infecciosos. Durante a
internacdo, o paciente é exposto a situacfes de risco, por se tratar de um ambiente hostil e
com muitas possibilidades de contaminagéo, tais como: exames invasivos, procedimentos
terapéuticos, o contato com equipe de salde, uso de drogas imunossupressoras e pelo
estresse da internacdo. Estes fatores associados tem sido responsaveis pelo alto indice de
ocorréncia da IrAS ( Benoit, 2008).

As bactérias isoladas no ambiente hospitalar, relacionadas com as infec¢des ou com a
colonizacdo de sitios anatdmicos, de pacientes e funcionarios, vem apresentado uma alta
frequéncia de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos de uso convencional (Singh et
al.,2011). Os 6rgdos governamentais, envolvidos no combate e controle de cepas resistentes,
em todo mundo, vém desenvolvendo e implementando estratégias para atingirem seus
objetivos, em especial o controle das bactérias multiresistentes. Dentre estas estratégias de
combate as bactérias resistentes, ha um grande esforco dos grupos de pesquisa em

desenvolverem novos farmacos com acgéo antimicrobiana (Barrett, 2005).

Nas ultimas décadas, poucos farmacos antimicrobianos foram liberados para o uso
terapéutico em humanos, dificultado o combates das doencas infecciosas. Os peptideos
antimicrobianos (AMPs), isolados dos mais variados organismos eucariontes multicelulares,
fazem parte do rol dos farmacos promissores para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos de uso clinico (Gottlieb et al., 2008).

Os AMPs séo compostos de baixa massa molecular formado por uma quantidade
restrita de aminoacidos. Apresenta uma caracteristica catibnica, possibilitando uma atracéo
com os fosfolipidios da membrana celular das bactérias, formadas porfosfolipidios do tipo
fosfatidilglicerol e difosfatidilglicero (cardiolipina), que apresentam uma caracteristica aniénica
(Han et al., 2006).

A interacdo dos AMPs com as membranas das bactérias causa uma desordem nas
camadas lipidicas, promovendo uma alteracdo na permeabilidade celular. Os mecanismos
envolvidos nesta alteracdo ainda ndo sdo bem elucidados, embora muitos trabalhos tém
apresentado modelos para tentar explicar os mecanismos de a¢do dos AMPs em membranas
de bactérias (Herndndez et al., 2010). Os mecanismos propostos nos estudos atuais s&o:
formacgéo de tapetes (Carpet-like), fomacdo de barril (Barrel-stave), poros toroidais (Toroidal
model), modelo de SMH (Shai-Matsuzaki-Huang) e o mais recente denominado modelo

detergente (Detergent-like) (Verly,2010). Os AMPs podem ter ac@o no interior das células
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bacterianas, alterando as atividades de organelas ou interferindo em vias metabdlicas (Park et
al., 2011).

Estes peptideos antimicrobianos sdo considerados potenciais farmacos
antimicrobianos, pois apresentam mecanismos de ac¢do, que ndo sua maioria, ainda ndo tem

relagdo com os mecanismos de resisténcia bacteriana conhecida (Yount e Yeaman 2005).

O desenvolvimento deste estudo corrobora com os esfor¢os para o controle e combate
das cepas bacterianas relacionadas as IrAS, com ou sem expressao de mecanismos de
resisténcia, através da bioprospeccdo de peptideos de baixa massamolecular, isolados da

peconha de vespas.

O potencial do AMPs, isolados da peconha de vespas, sociais ou solitarias, ja sdo bem
conhecidos e descritos na literatura. Nas Ultimas décadas, varios compostos bioativos foram
descritos e classificados, principalmente por sua acdo antimicrobiana contra bactérias,

protozoéarios e fungos.

Para este estudo, buscou-se o isolamento de peptideos da pegconha da vespa social
Synoeca surinama. Esta espécie ocorre geralmente nas florestas tropicais, comum nas
Américas, e sdo encontradas desde o México até a Argentina (Richards, 1978). No Brasil,
podem ser encontradas facilmente no bioma do cerrado. As vespas formam seus ninhos em
locais mais altos, dificultando a acesso de predadores, sdo geralmente, espécies de vespa

sociais muito agressivas e com a presenca de aparelhos de inoculacéo da peconha.

A peconha coletada foi liofilizada e mantida sob refrigeracdo para amenizar os efeitos
de degradacdo dos componentes. Apds o fracionamento da peconha, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, as fracdes resultantes foram testadas contra cepas bactérias com de perfil de
resisténcia conhecido. Dos peptideos isolados, o Synoeca-MP foi o que apresentou uma
melhor atividade de inibi¢cdo do crescimento das bactérias testadas.

As bactérias selecionadas para os testes representam as cepas frequentemente
isoladas nas unidades de internagdo, sendo o principal foco da preocupacdo dos

pesquisadores voltados ao controle das infeccdes.

O peptideo Synoeca-MP, foi sequenciado e sintetizado para a realizacdo de ensaios
com as dez cepas selecionadas. Foram realizados trés ensaios independentes para cada cepa
e em cada ensaio o teste foi realizado em triplicatas, possibilitando uma andlise estatistica

confiavel.

O sequenciamento do peptideo demostrou a presenca de 14 residuos aminoacidos e
uma caracteristica padréo dos mastoparanos, classe de peptideos j& isolados em vérias outras

espécies de vespa.

Mastoparanos sdo peptideos catibnicos constituidos de véarios aminoacidos

hidrofébicos, apresentam uma conformacao do tipo a-helice. Estudo realizado com a finalidade

51



de isolamento de AMPs em peconha de vespas demonstra a presenca destes peptideos nas
mais variadas espécies. Em 1979, pela primeira vez um mastoparano foi isolado da pegconha
de Vespulas lewissi (Lin et al,. 2011).

No estudo realizado em 2011, por Lin e colaboradores, utilizando mastoparanos
isolados de seis espécies de vespas foram testados contra bactérias com perfil de resisténcia e
sem perfil de resisténcia, similar ao realizado neste trabalho. Para alguns mastoparanos as
cepas com perfil de resisténcia foram mais sensiveis aos peptideos. No teste com Synoeca-MP
algumas cepas com perfil de resisténcia conhecido apresentaram MICs menores que as sem
perfil de resisténcia. No presente trabalho, as cepas de K. pneumoniae (BAA 1705r), com perfil
de resisténcia KPC, foram mais sensiveis que as cepas K. pneumoniae (BAA 1705s) sem

resisténcia.

Cerovsky (2008), isolou quatro mastoparanos da peconha de vespas Polistes major
major, P. dorsalis dorsalis e Mischocyttarus phthisicus que foram sintetizados e testados contra
bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas, néo tendo sido relatado no
trabalho o uso de bactérias com perfil de resisténcia. Nos resultados apresentados verificou-se
gue os MIC para E. coli foi de 7,5uM para o mastoparano PDD-A, enquanto neste trabalhos
observou-se um MIC de 1,2 uM, tanto para as cepas sensiveis quanto para a cepa com
resisténcia ESBL. A acgo inibi¢cdo de E.coli foi mais eficiente nos ensaios com uso de Synoeca-
MP.

Rangel e colaboradores (2007), testou quatro peptideos isolados da peconha de duas
vespas solitarias, Eumenes rubrofemaratus e Eumenes fraterculus. Os MICs observados
tiveram variacGes de 60 a 7.5 UM para as cepas Gram-positivas e Gram-negativas, valores
maiores que os observados nos ensaios com Synoeca-MP, que varios MICs estdo entre de 2,2
a 17,8 uM, mostrando-se um potente inibidor de crescimento para a s bactérias Gram-positivas

e Gram-negativas.

Os mastoparanos ndo apresentam somente atividade antimicrobiana, mas podem, pela
sua composicdo, apresentar atividade hemolitica. Um AMP com boa atividade antimicrobiana,
mas que apresente uma atividade hemolitica torna-se inviavel para a producdo de novos
farmacos, pois o uso deste AMP hemolitico trard danos as células eucariontes. Neste trabalho,
0 peptideo Synoeca-MP foi testado contra um concentrado de hemacias de sangues de
camundongos.

Nos ensaios realizados para a determinacdo da possivel atividade hemolitica, o
Synoeca-MP apresentou uma baixa atividade hemolitica com o ECs, de 185uM, um valor muito
acima dos valores aferidos para a atividade antimicrobiana. Desta forma, este peptideo poder

ser reconhecido como um promissor farmaco antimicrobiano.
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6. CONCLUSOES

e Foi isolado um novo peptideo antimicrobiano da peconha de vespa sociais

Synoeca surinama,

e O peptideo isolado que se destacou por sua atividade antimicrobiana, contra
cepas Gram-positivas e Gram-negativa foi o Synoeca-MP, apresentou MICs

baixos para as cepas sensivel ou com perfil de resisténcia;

e O peptideo apresenta atividade hemolitica somente em doses 17 vezes

maiores que as efetivas como antimicrobianos;

e O peptideo pode ser considerado um bom modelo de farmaco antimicrobiano.
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