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Resumo:

hipofaringeal das abelhas operdrias de Apis mellifera, para alimentar ag
abelhas até o terceiro dia do estagio larval, tornando-ge o alimento exclusivo

castas na colmeia. As principais proteinas da GR sio conhecidas como major
royal jelly proteins, (MRJPs). Esta familia consiste de cinco membros
designados MRJP], MRIJP2, MRJP3, MRJIP4, MRJIP5. A GR foi

~

r

cromatografico das proteinas da GR e a inoculagdo deste composto protéico

inoculados com GR produziram os anticorpos contra as MRIJPs, sendo
possivel a purificagéo, por imunoafinidade, de IgG anti-MRJP1 ¢ IgG anti-
MRIJP3 a partir do soro de camundongo.

Palavras- chaves: Apis mellifera, Geléia real, proteinas.
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1- INTRODUCAO:

a consomem, como no caso da China onde o consumo de GR ¢ bastante difundido. A GR,
cientificamente ¢ tratada coOmo um composto alimentar rico em proteinas, agtcares,

vitaminas e outras biomoléculas com aplicagdes terapéuticas e tecnolégicas importantes,

1. 1- As abelhas Apis mellifera:

As primeiras Apis mellifera européias foram introduzidas no Brasil em 1839 pelo
Padre Anténio Carneiro. As africanas foram trazidas em 1956 pelo Prof. Dr. Warwick

Estevan Kerr, sendo uma das espécies de abelhas mais conhecidas e estudadas,



vista o sey complexo comportamento social, no que diz respeito & meméria olfatéria e
capacidade de aprendizado, além de serem importantes para testar a eficicia de drogas e
pesticidas. Sendo assim, o estudo da GR de Apis mellifera justifica-se pela necessidade de
se esclarecer varios fatores fisiologicos e bioquimicos que interferem diretamente na vida
da rainha, bem como na sua diferenciagdo ¢ desenvolvimento,

Estes insetos sociais apresentam polifenismo ou formas morfolégicas alternativas
acompanhadas por diferencas fisiologicas ¢ Comportamentais, onde rainhas e operdrias sio
formas alternativas da f€mea adulta,

desenvolvimento e diferenciagdo da rainha, que possui um corpo maior do que o da
operaria, além de promover sua longevidade, uma vez que a rainha vive cinco anos
enqﬁanto a operaria vive cingiienta dias, Entretanto os principios bioquimicos que explicam
como isto acontece ainda n3o sio conhecidos (Evans et al., 1998).

O papel das abelhas operarias muda com a idade, ou seja, a fung@o das operirias
muda conforme o tempo de vida de cada uma delas. Quando sio Jovens as abelhas
enfermeiras secretam um mel leitoso (geléia real) e as abelhas velhas forrageiras trazem
néctar e pélen para produzir mel. O perfil eletroforético da glandula hipofaringeal de
operarias mostra que as proteinas secretadas por ela mudam com a idade. A andlise de
imunoblotting usando anticorpo purificado contra trés proteinas principais (50, 56, e 64
kDa) de abelhas enfermeiras indica que elas sdo sintetizadas seletivamente e secretadas
como proteinas da GR. Entretanto, a principal proteina sintetizada especificamente na
glandula hipofaringeal da abelha forrageira ¢ a de 70 kDa que foi identificada como o-

glicosidase. Por esta razio a glandula hipofaringeal parece ter dois estados distintos
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A composicio bioquimica da GR pode variar geograficamente e de acordo com as
condi¢des climaticas (Albert et al, 1999 a). Geralmente a GR ¢ composta de 60-70% de
umidade (4gua); 12-15% de proteinas, das quais a maioria ¢ composta de proteinas
hidrossoliveis (wazer solubie proteins- WSP); 10-16% de agucar; 3-6% de lipideos e 2-3%
de moléculas de baixo peso molecular como vitaminas, sais minerais e aminodcidos livres
(Tabela 01) (Albert e al., 1999a e Schimitzovs etal., 1998).
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Tabela 01; Composigio bioquimica da GR, A composigio bioquimica foj
obtida por ultracentrifuga&;ﬁo e liofilizacio de amostras de GR, sendo que a GR-gel

representa a fracdo de GR pura. (Simiith, 2001),

—

Royal RJ-supernatant Rl-soft- Rl-sediment Ri-gel

Jelly (R sediment

SUGARS

Fructose 14.0 21.8 10.6 18 1.7

Glucose 18.8 27.2 121 4.1 ic1

Saecharose 1.0 0.9 0.4 0.1 L7

Tn:h alose 0.2 0.2 0.4 0.1 0.06

: Other 0.7 1.1 0.39 0.03 0,2

Total M.3 .6 234 813 4.4
FATTY ACIDS

10-H-2-pp, D3 0.7 64 RIXS 013

10-H-DA 57 0.4 2.1 B6 0.4

Othver 20 0.1 20 29 0.23
Tetal 158.2 1:2 11.5 45.1 0.4
CRUDE PROTEIN M3 353 571 40.3 884
ASH 2.8 0.83 45 0356 0.21
DRY MATTER ("o}

Lyophilized sample 93.5 90.3 6.8 are 97.9

Original sample 338 215 4901 657 34,2

10-H-2-D4: 10-hydroxy-2-decansic aeid,
16-H-DA: 1t-hydroxy-decanoic acil,

Os estudos sobre as proteinas hidrossoltiveis de GR tam se baseado em anélises
Cromatograficas e na comparacdo das propriedades imunolbgicas destas proteinas,bem
como das proteinas expressa na glandula hipofaringeal de abelhas operarias em diferentes
estagios de vida. A amostra designada como WJ corresponde ao homogeneizado de
glandulas hipofaringeal em Tampdo de Homogeneizagdo pH 8.0 (descrito no item 3.2). As
principais proteinas hidrossoluveis da GR sdo conhecidas como major royal jelly proteins,
(MRJPs). Esta familia consiste de cinco membros designados MRIJP1, MRJP2, MRIJP3,
MRJP4 ¢ MRIJPS, sendo as proteinas MRJP3 ¢ MRJP5 polimérficas (Figura 01). As
MRIPs represeﬂtam de 82% a 90% de proteinas da GR, além de conter alta porcentagem de

aminodacidos essenciais. (Schimitzovi et al., 1998).
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pool de células de larvas de operarias homogeneizadas em Tampio fosfato, como
descrito nos materiais e métodos), por SDS-PAGE (gel 10% de poliacrilamida). 1-
Padrio de pPeso molecular; 2, Homogeneizado de WJ em tampdo fosfato; 3-
Homogeneizado de GR em tampio fosfato (70mg/mi); 4- sobrenadante apos
centrifugacio de Wy homogeneizada Oug de proteinas); 5- sobrenadante apos
centrifugacio de GR homogeneizada Bug de proteinas). O gel foj corado com
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Schimitzovj ¢f al., 1998).

61% entre a MRJP] ¢ MRIPS5; 72% entre a MRIJP2 e MRIPS5; 68% entre a MRIP3 e
MRIPS ¢ entre a MRIJP2 e MRJP3 (Figura 02) (Blast European Bioinformatics Intitute
www.ncbi.nlh.gov). O peso molecular de cada proteina foi determinado como: MRJP1
S55kDa; MRJP2 49kDa; MRJP3s 60,63,66 €70kDa; MRJP4 50kDa; MRJP5s77 e 87kDa
(Schimitzovj et al., 1998). O gene das proteinas MRJPs tem uma origem evolutiva comum

com a proteina yelow de Drosophyla melanogaster (Albert et al., 1999a).
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Figurao2; Comparagio das seqiiéncias de aminoicidos das proteinas da
familia MRJP. O alinhamento dos residuos de aminodcidos foi feito usando o
pPrograma CLUSTAL v (Higgins and Sharp 1998). Os pontos indicam as posicdes do
alinhamento que foram conservadas. A seqiiéncia de MRJP4 mostra aminoacidos
cisteina conservados. As regides de MRJP3 e MRJP5 mostram motivos repetidos.

(Schimitzovi ef al., 1998).

principalmente na estrutura das MRJP1, MRJP4 ¢ MRIJPS, além de fornecerem nitrogénio
biolégico, requerido Para o rapido desenvolvimento do organismo (Albert ef al., 1999a). Os
aminoacidos essenciais presentes na GR, relacionados 2 seguir (Tabela 02), estio
cnvolvidos com o desenvolvimento da abelha, s endo que a M RJP] apresenta 48% de

aminodcidos essenciais, que corresponde a dez diferentes aminoécidos (Schimitzovs ef al.,
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Tabela 02, Composicio de aminodcidos dag MRJPs. Porcentagem (e
aminoicidos das proteinas nativas de GR, obtidas Por analise computacional

(programa PC Gene 6.7) (Schimitzovi ef al., 1998).

% MRJPI MRIP2 MRIP3  MRipa MRJPS
H“mwm“{éw
Arg 3.4 3.8 4.9 4.1 9.0
Asn 6.9 ERE 8.7
Asp 8.6 7.1 7.5 7.5 12.0
Cys - 2.3 135 I 1.3 1.0
Gln 3.9 5.1 7.1 6.3 3.8
Glu 3.9 3.8 3.8 3.9 25
Gly 5.6 6.0 6.4 4.1 4.0
His 2.3 2.4 2.2 3.9 1.8
Ile 6.0 5.1 4.0 3.2 4.8
Leu 9.5 8.2 6.8 9.7 5.2
Lys 5.1 6.9 5.8 5.0 4.3
Met 3.5 2.4 23 2.4 11.4
Phe 4.2 4.4 1.7 33 2.6
Pro 3.7 3.1 2.5 93 2.6
Ser 8.1 5.8 59 8.4 6.2
Thr 6.3 4.6 4.0 4.7 5.6
Trp 1.2 1.3 0.9 1.3 1.1
Tyr 4.4 3.5 3.1 3.9 3.3
Val 6.5 7.5 6.8 8.0 5.6

Ess.Aa.  48%  47% 3939 44.5% 51.4%

A MRJP] corresponde a 48% das proteinas hidrossoluveis, sendo sintetizada na

glandula hipofaringeal de abelhas operarias enfermeiras e €xpressa no cérebro de operarias

Laboratirio de Bioguimica e Biologia Molecular



Alt 23 3 & § 7 3 51
] 3030
v o{ Bod ey i WA
s f-a;.H--... S
- 43,09
o 310
215
143
Cootriassie
S LEE e o S 78 %
ey
[ —
- e
RN T Anti-MRJP 1

Figura 03: Caracterizagio da MRJP1 por ultracentrifugag:ﬁo (245000¢ por 5
horas a 6 °C). (A)Anilise eletroforética sob condicio desnaturante, das proteinas de
GR. 1- GR nativa; 2- Sobrenadante da GR ultracentrifugada; 3- Sedimento leve da
GR ultracentrifugada; 4- GR sedimentada; 5- GR-gel; 6- Fragio de GR excluida da
Cromatografia (fraciio de alto Peso molecular); 7- fragiio de baixo Peso molecular; 8-

oligémeros de MRJP1 e 9- mondmeros de MRJP]. (B) Imunobloting correspondentes

as amostras de SDS-PAGE.(Siml'xth, 2001).

As proteinas MRJP] e MRIJP2, chamadas de apalbumin s3o expressa e localizadas
nos corpos de cogumelo no cérebro de Apis mellifera que ¢ o centro de aprendizagem e

memoria das abelhas adultas (Bilikova, et al..2002).
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com massa molecular de 60-70kDa foi identificada como pertencente & classe MRJP3
(Albertet al, 1999h o Schmiitzova ¢ al., 1998). Esta contém regices repetidas com a
COmposigdo regulada por motivos de cinco residuos. Existem evidéncias de que as

proteinas de 60-70kDa S0 variagSes da MRJP3 Cujo nome original, dessa parte variante é

mg12345378
ROB'-:N«

97,4

Figura 04: Perfil eletroforético das Proteinas de GR, separadas por SDS-
PAGE. 1- P adriod e P €50 m olecular; 2- G R; 3- 8: geléiad e diferentes células de

operiria (Albert ef al., 1999a).

Os métodos convencionais de preparagdo para o fracionamento da GR faz com

que elas se agrguem formando oligbmeros que sdo insoluveis em agua e até mesmo em
ensaios de eletroforese desnaturante. Desse modo foj proposto um novo método de
fracionamento das MRIJPs de GR, através de ultracentrifugacio foi obtida a MRJP1 natural,

sem a formagdo de oligdbmero, uma vez que € essta proteina que se apresenta propicia a

formagio de oligémeros (Simuth, 2001).

determinadas, como por exemplo: amilase, ascorbinoxidase, catalase, fosfatase 4cida e

invertase (Schimitzov4 ef al., 1998 e Albert ez al., 1999a).
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1. 3- Propriedades apiterdpicas e tecnolégicas da geléia real:

b

A GR sdo atribuidos varios efeitos fisiologicos, os quais foram estudados

al.,1978), agéo desinfetante ¢ antibacteriana (Fujiwara ¢ al.,1990), atividade antitumoral
(Tanura er al, 1987 & Townsend er al, 1961) e atividade antiinflamatdria (Fujii et
al,1990). Sobre o metabolismo lipidico e na arterosclerose experimental, tem sido
observados efeitos hipolipidémicos relacionados com g redugdo do colestero] sérico e
hepético e 1 ipides t otajs he paticos ( Kaczor e ¢ al., 1962; Na kajiin ¢/ al 1982 & Vitteck
1995).

A GR pode conter fatores de crescimento que estimulam a sintese de DNA e a
divisdo celular em cultura priméria de hepatécito, Um fator candidato ¢ a proteina de 57
kDa, que também pode atuar como marcador de qualidade da GR uma vez que a proteina
de 57kD afoie specificamente de gradada e m propor¢éo & temperaturae ao p eriodo de
armazenamento, sendo que outros constituintes da GR ndo sofreram mudangas durante o
armazenamento. Esta proteina estimula significativamente a sintese de DNA no hepatécito
€nquanto que este efeito ndo foi observado durante o tratamento com a albumina de soro
bovino ¢ nem com a GR estocada por sete dias a —40 °C, na qual faltava a proteina de 57
kDa. A atividade mitogénica foi perdida apos tratamento com tripsina. Estes dados indicam
que a proteina de 57 kD‘a atua como mitogéno, além de prolongar a proliferagdo celular em
cultura primaria de hepatécito com um aumento da produg@o de albumina comparada com
as células ndo tratadas. Portanto a proteina de 57 kDa pode promover a regeneragio
hepética com agfio protetora sobre hepatécitos (Kanuara er al.,2001).

Os efeitos imunomodulatérios da GR foram estudados através da supressdo de
reagOes alérgicas de camundongos imunizados com DNP-KLH (2,4 dinitrophenylated
keyole limpet hémocyanin). A administragdo de 1g/Kg de GR para os camundongos DNP-
KLH reduziu significativamente o nivel sérico de imunoglubulina IgE antigeno especifico e
inibiu a liberagdo de histamina mediada por DNP-KLH de mastécitos, resultando na
supressdo imediata de reagdes de hipersensibilidade na pele da orelha. Nos camundongos
imunizados com DNP-KLH e tratados com GR (camundongos DNP-KLH/GR), a
produgdo de citocina interferon-y - (IFN-y) por células TCD4", a qual estimula as células

Thelper 1 (Thl), suprimiu a produgdo de citocina interleucina4 (IL-4) por células TCD4",
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que atua nas células Th2, A I1-4 de camundongos DNP-KLH estava aumentada quando
comparada com camundongos nio imunizados, ¢ntretanto, houve yma diminuigdo desta
citocina em camundongos DNP-KI,H tratados com GR. Desse modo, a GR melhorou o
balango da resposta celular Th1/Th2 de células Th2-dominante (resposta alérgica) para
Thl-domiante (resposta protetora), em associagdo com a restauragdo da fungdo de
macréfagos. A GR aumentoy significamente o nivel de glutation em macrofigos de
camundongos DNP-KLH/GR, aumentou a cxpressio de mRNA p40 para IL-12 ¢ a
produgdo de 6xido nitrico, diminui a produgdo de prostaglandina 2 (PGE?2) de macréfagos
quando comparados com camundongos DNP-KLH n3o tratados (Oka er al., 1998).

No entanto, o ajto consumo deste apiterapico pode ocasionar reagoes de
hipersensibilidade a GR em pacientes atopicos. Em um caso especifico o quadro clinico

evolui para o 6bito de uma paciente asmatica logo ap6s o consumo da GR. Isto pode ser

urticaria até manifestagdes clinicas mais graves como o choque anafilatico, As proteinas de
47 a 55 kDa, foram identificadas como potencialmente alergénicas, quando associadas a
outras alergias ambientais (Leung et al.,1997),

Varios insetos sdo conhecidos pela produgdo humoral de proteinas antibacterianas
que participam do sistema de defesa contra microrganismo. Desse modo na hemolinfa de
Apis mellifera foi isolado apidecins, que sdo pepitidios bactericidas com atividade
inibitdria do crescimento de bactérias Gram+ e Gram-, Ascomycetos e outras espécies de
fungos. Uma das substancias da GR foj identificada, por ter a¢do antimicrobiana como a
10-hidroxy-A’decenoic (Fujiwara et al., 1990).

A royalisina presente na GR é uma importante proteina com acdo antibacteriana,.
A estrutura primaria desta proteina esta sendo investigada e pode ter uma similaridade com
outras proteinas ou peptideos bactericidas, A royalisina com 5523Da apresenta 51 residuos
de aminoécidos, sendo que seis residuos sdo de cisteinas unidas por ligagSes dissulfeto, as
quais provavelmente estdo relacionadas com a atividade antibaceriana da royalisina. Os
resultados da atividade antibacteriana da royalisina mostram uma seletividade da inibigdo
do crescimento das bactérias Gram-+. Entretanto na GR nativa a royalisina inibe somente

bactérias Gram-. Esta diferen¢a pode ser explicada pela presenga do acido 10-hidroxy-
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Azdecenoic, presente na GR nativa e perdido completamente durante o fracionamento. Por
causa deste potente efeito antibacteriano a royalisina tora-se atrativa para futuras
aplicagdes especialmente na conservagdo de alimentos (Fujiwara ef g/, 1990).

Dentre os experimentos Propostos com a GR, predominoy a sua caracterizagfio
protéica e a determinagdo do seu perfil imunolégico como etapa primordial,para este
trabalho. Sendo assim, os ensaios bioquimicos e imunoldgicos em cromatogarafias liquidas
¢ eletroforese SDS-PAGE ¢ western-blot, foram realizados para a caracterizagdo deste

apiterapico.
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2- OBJETIVOS:

Preparar GR para conservagio e analise bioquimica por meio de técnica de
centrifugagdo e dialise.

Realizar estudos de caracterizagdo das propriedades bioquimicas da GR.

Isolar as fragdes protéicas de GR por técnicas cromatograficas.

Analisar por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida e caracterizar as
principais proteinas da GR.

Imunizar camundongos e coelhos com GR para produgdo de anticorpos policlonalis.
Purificar por imunoafinidade as imunoglobulinas relativas as principais proteinas da

GR.

Analisar por western blot a reatividade cruzada dos anticorpos purificados.
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3- MATERIAL E METODOS:

3. 1- Obtencio e estocagem do material;

As amostras de GR utilizadas foram fornecidas pelo Apiarios Girassol, de
Uberlandia-MG e pela Casa do Mel, de Governador Valadares-MG. Sendo as duas

amostras importadas da China e comercializadas por estes estabelecimentos. Estas amostras

foram aliquotas e acondicionadas a —20 . 4

3. 2- Preparagio do extrato protéico:

Aliquotas de 2g de GR foram homogeneizadas em 12ml do Tampdo de
Homogeneizagio .pH 8.0: 50 mM NaH,P04/Na,HPO, pH 7.0, 100 mM NaCl e 20 mM
EDTA (Acido etilenodiaamino tetre-acético, J.T;Backer). O extrato protéico  foi obtido
apos homogeneizagio de 30minutos, em banho de agua gelada, sendo agitado em vorzex a
cada 5 minutos. Em seguida foi centrifugado a 10000 g a 4 °C por 10 minutos. O
‘sobrenadante foi dialisado em Tamp@o Tris pH8.0: 20 mM Tris-HCI (Hydroxymethyl
aminomethane, Nuclear) pH 8.0 e 0,5 mM EDTA, por 24 horas. Apbs a diélise a GR foi
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novamente centrifugada a 10000 g a 4 °C por 10 minutos A fracdo sobrenadante foi

utilizada nos experimentos descritos abaixo (Schimitzova et al., 1998).

3. 3- Fracionamento das proteinas de GR em cromatografia liquida:

As analises cromatograficas foram feitas em diferentes resinas de cromatografia
liquida de troca i6nica (volume de resina entre 5 a 10ml), as quais foram equilibradas com
0 mesmo Tampao Tris pH 8.0, j4 mencionado anteriormente, acrescido de 200 mM NaCl,
azida a 0,02% e 21 pl/l B-mercaptoetanol. O fluxo foi mantido constante com a ajuda de
uma bomba peristaltica disponivel. As resinas (Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, CA,
EUA) usadas para os ensaios de cromatografias foram as seguintes: resinas de troca i6nica
carga positiva DEAE-Sepharose (Dietilaminoetil) e Q-Sepharose, resinas de troca idnica
carga negativa SP-Sepharose (Sulfopropil) e Fosfocelulose. As amostras para
cromatografia foram fornecidas pelo Apiérios Girassol Ltda.

O extrato protéico centrifugado, apés a dialise, foi aplicado nas colunas de
cromatografia, sendo seu volume diluido para 30ml com Tampao de Homogeneizagdo pH
8.0, acrescida de 200 mM NaCl, 200 mM NaCl, azida a 0,02% e 21-1/1 B-mercaptoetanol.
Simultaneamente a aplicagdo da amostra coletou-se a frag@o protéica nao retida pela coluna
(void). Em seguida, a coluna foi lavada com o Tampdo Tris pH 8.0, acrescido de 200mM
de NaCl, 0,02% de azida e 21pl/l de B-mercaptoetanol. As fragdes cromatografadas, foram
cluidas com tampdo Tris pH 8.0, em um gradiente de sal de 200 a 500 mM de NaCl e
coletadas com a ajuda do coletor de fragdes num volume de 2ml por tubo de ensaio
(aproximadamente 60 gotas). T odas a s fragdes de c ada passo do ensaio cromatografico

foram preparadas para analise eletroforética desnaturante, em gel de poliacrilamida.

3. 4- Analise eletroforética SDS-PAGE:

As fragGes eluidas de cada cromatografia foram separadas, de acordo com o peso
molecular de cada polipeptidio por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), utilizando sistema tampéo descontinuo como descrito por Laemmli (1970) e

sistema de placas de vidro descrito por Studier (1973). Foram utilizados mini géis de
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dimensdes de 7,1 X 10 x 0,0075cm (SE 215 Mighty Small Multiple Caster, Hoefer
Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, CA, EUA) com concentragdes gradiente de a 5%
16% de poliacrilamida.

O gel de separagdo foi preparado utilizando-se Tris-HCI pH 8.8 a 0,375 M, SDS
(Dodecil sulfato de sédio, Synth. Diadema-SP) a 1%, EDTA a 2 mM, solugdo de
acrilamida a 30% e bis- acrilamida a 0,8% (N,N- metileno-bis-acrilamida, Sigma), TEMED
(N,N,N,N- tetrametil etilenodiamino, Amercan Bioanalytical) a 0,125% ¢ PSA (Persulfato
de amonio, Armesham-USB) a 0,125%. Para o gel de empilhamento utilizou-se Tris-HCI a
0,125 M pH 6.8, SDS a 0,1%, 2 mM EDTA, solugdo de acrilamida/ bis acrilamida a 5%,
TEMED a 0,125% e PSA a 0,125%. A solugdo do gel de separagdo foi vertida
cuidadosamente para a cavidade da placa previamente montada de maneira a evitar a
formagdo de bolhas no gel, sendo acrescentado, em seguida uma camada de agua
deionizada. Apéds a polimerizagdo do gel de separagdo adicionou-se a solugdo do gel de
empilhamento e o pente para a formagdo dos pogos de aplicagdo da amostras. As placas
foram montadas em cubas para eletroforese contendo o tampao eletrodo Tris-glicina 0,025
M pH 8.3. A migragio eletroforética das proteinas ocorreu em Tampio eletrodo pH 8.3:
0,19M de glicina, 0,025 M de Tris, 0,075% de SDS ¢ 1,65 M de EDTA.

As amostras foram preparadas na propor¢do de 1:10, em volume, da fragdo para
tampdo da amostra “TA 10 X (31,2mM Tris-HCI, 8,75% SDS, 20% sacarose, 10% B-
mercaptoetanol, 0,25% azul de bromofenol, 11mM EGTA), respectivamente. A separagdo
eletroforética sera conduzida com amperagem constante de 30mA.

Ap6s a corrida, o gel foi corado, com comassie brilhant blue R-0,25%, dissolvido
em solug@o de metanol e 4cido acético a 5 e 10%, respectivamente. A descoloragdo ocorreu
na presenca de solugdo 30% de metanol e 10% de 4cido acético, seguida de solugdo de
acido acético a 7%. :

Os géis foram estocados nesta mesma solugdo até a sua documentagdo. Para a
comparagéo dos pesos moleculares utilizou-se padrdo de peso molecular SDS 6H Sigma,
a0 qual ¢ adicionado calmodulina purificada. Os pesos molecular de cada proteina sdo: 205
kDA cadeia pesada de miosina I, 116 kDa B-galactosidade, 97.4 kDa fosforilase b, 66 kDa

soro albumina bovina, 45 kDa ovoalbumina, 29 kDa anidrase carbénica.
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3. 5- Dosagem de proteinas:

A concentragdio de proteina na fragéo foi de terminada p elo m étodo de B radford
(1976) tendo como padrdo a soro albumina bovina. Neste método, uma aliquota de cada
fragdo serd diluida para 100 pl com 4gua deionizada e adicionando 3,0ml de reagente de
Bradford (100 mg de Coomassie Blue G, 50ml de etanol 95% e 100ml acido fosforico
85%). As determinagdes foram feitas em duplicatas e a absorbancia medida a 595nm.
Paralelamente 4 dosagem de proteina das fragdes fez-se a curva padrdo de soro albumina
bovina. A concentragdo de proteina em mg/ml foi determinada a partir de célculos de

regressdo linear baseados nos valores obtidos a partir da curva-padrdo.

3. 6- Imunizacio dos animais:
3. 6. 1- Imunizagio de camundongos:

Foi separado um lote com 10 camundongos para imunizagdo com GR, os quais
foram mantidos no Laboratério de Imunologia, desta universidade. Antes da imunizagio
fez-se a sangria prévia dos animais para se certificar, através de imunobloting, que os

animais ndo possuiam proteinas contra a GR.

Os camundongos foram imunizados intraperitonealmente com GR dialisada e
posteriormente centrifugada (conforme item 3. 2.), num intervalo de 15 dias. A primeira
dose foi administrada na concentragdo de 50 Hg/500 ul mais Adjuvante Completo de
Freund s, volume/ volume (v/v). As doses de reforgo foram administradas na concentragdo
de 25 pul/ 500 pl mais Adjuvante Incompleto de Frends, v/v. Cada animal recebeu uma

dose de 500 pl.

Apos trés doses de reforgo, fez-se a sangria dos animais pelo olho, com a ajuda de
um capilar. O sangue coletado dos animais foi separado, ap6s formagdo de coégulo, por

centrifugagdo a 350g por 10 minutos. Os soros obtidos foram aliguotados e armazenados a
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—20 °C até a realizagfio de testes sorolégicos (descrito a seguir). Trés dias antes da sangtia

completa dos animais foi administrada outra dose de reforco, sem o adjuvante.

3. 6. 2- Imunizacio de coelhos:;

Os coelhos utilizados para a produgéo de anticorpos foram cedidos e mantidos pelo
Valleé S.A., em Uberlandia-MG. Foram separados 2 coelhos novos. Antes da imunizagio

fez-se a sangria prévia dos animais para se certificar, através de imunobloting, que os

animais ndo possuiam proteinas contra a GR.

Os coelhos foram imunizados dorsalmente com GR dialisada e posteriormente
centrifugada (conforme item 3. 2.), num intervalo de 15 dias. A primeira dose foi
administrada na concentrag@o de 500 pug/ml mais Adjuvante Completo de Freund s, v/v. As
doses de reforgo foram administradas na concentragdo de 250 ul/ml; mais Adjuvante

Incompleto de Frend's, v/v. Cada animal recebeu uma dose de Iml.

Fez-se a sangria dos animais pela orelha, apés trés imunizagdes de reforgo. Com o

soro, separado por centrifugagdo fez-se o teste sorologico (descrito a seguir).

3. 7- Ensaio imunoenzimitico ELISA:

A placa de ELISA foi sensibilizada overnigth a 4°C com a GR (antigeno), usada na
imunizagdo dos animais, nas concentragdes protéicas de 10ug/ul e 20ug/ul, diluidas em
Tampéo Carbonato pH 9.6. A placa foi lavada por 3 vezes com PBS-Teewn 20. Aplicou-se
o soro de cada animal na placa de ELISA, diluidos 1:50 com PBS mais molico5%,
deixando por 1ha 37°C. A p laca foi lavada 6 v ezes c om P BS-Teewn 20. Em seguida
aplicou-se o anticorpo secundario anticamundongo conjugado com peroxidase na titulagdo
de 1:2000 e 1:4000, incubando-se por lhora a 37°C. A placa foi lavada 6 vezes com PBS-

Teewn 20. O teste foi revelado com Usou-se 4cido sulfiirico 2N para interromper a reagdo.
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O mesmo experimento foi realizado com o anticorpo secundario anticoelho
conjugado com peroxidase na titulagdo de 1:2000 ¢ 1:4000,sendo também revelado com
tampao OPD+H;0, 30%.

3. 8- Preparagio dos soros:

O sangue coletado de cada animal foi se separado do plasma, apds a formagzo de
coagulo p or ¢ entrifugagdo a 350 g por 10 m inutos, r epetindo-se 0 mesmo procedimento
apos a separagdo do sobrenadante. Os soros foram diluidos 1:1 com PBS mais 0,2 % Na N3

e acondicionados a -20°C.

3.9- Purificagdo de IgG anti-GR:

O soro dos amimais foram incubados em membranas de PVDF previamente
incubadas por 24 horas a 4 °C ou filtradas e incubadas por 24 horas a 4 °C com GR, sob
agitagdo. As membranas foram bloqueadas por 12 horas com PBS-T mais 5% de leite em
po desnatado, sendo lavadas 3 vezes por 5 minutos em TBS-Teewn 20. As membranas
foram incubadas com os soros dos animais a 4°C por 24 horas, sob agitagdo. As membranas
foram novamente lavadas 3 vezes por 5 minutos em TBS-Teewn 20 e eluidas com Tampdo
de eluigdo trietilamina 100mM, na propor¢do de 14ul de trietilamina por 1ml de agua
deionizada. As membranas foram incubadas com o Tamp@o de eluigdo por Sminutos,
agitando em temperatura ambiente. Em seguida a reacio foi neutralizada transferindo-se a
trietilamina para um tubo ependorf com 100ml de Tris-HCI 1M pH 8.5. A frag3o eluida foi
dialisado contra PBS por 2 dias. Depois da dialise foi lida a absorbancia da amostra em
280nm, zerando- o espectofotdmetro com PBS usado para dialisar a amostra. Para se saber
qual a concentragdo protéica do anticorpo purificado, correspondente a fragio eluida com a
trietilamina, dividiu-se a absorbancia da amostra pelo coeficiente de extingdo molar da IgG:

13,6. As membranas foram guardadas em PBS mais 0,02% azida a 4 °C.
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3. 10- Purificagéio de anticorpo por afinidade:

Os anticorpos produzidos foram purificados por afinidade, através da imobilizacéo
de proteinas purificadas da GR (MRJP1 e MRJP3), em membrana de nitrocelulose 0,2pm,
por transferéncia do gel SDS-PAGE em corrente elétrica de 60V. A membrana foj corada
com Ponceu, para marcar os pesos moleculares das bandas transferidas do padrdo Sigma
SDS-7B (180 kDa ap-macroglubulina, 116 kDa B-galactosidase, 84 kDa frutose 6-fosfato,
58 kDa piruvato quinase, 48.5 kDa fumarase, 36.5 kDa lactato desidrogenase e 26.6 kda
triofosfato isomerase). A membrana foi cortada horizontalmente de acordo com a faixa, ou
seja banda correspondente a cada proteina. As membranas foram bloqueadas agitando em
solug@o bloqueio PBS- Teewn 20 mais 5% de leite em po desnatado por 8 horas a 4 °C e
lavada 4 vezes por 4 minutos com PBS-T. Em seguida foram incubadas, overnight a 4 °C
sob agitagdio, com o anticorpo a ser purificado contra cada uma dessas proteinas descritas
acima. As membranas foram lavadas com PBS-T 4 vezes por 4 minutos ¢ eluidas com
Tampdo de Eluigdo trietilamina, conforme o topico anterior. As fragdes eluidas foram lidas
a 280nm no espectofotdmetro. Em seguida as mesmas foram dialisadas contra PBS por

24horas a 4°C. apdés a didlise as amostras foram novamente lidas a 280mm no

espectofotometro.

3. 11- Western Blot:

As bandas protéicas foram transferidas do gel de eletroforese para a membrana de
nitrocelulose 0,2um, pela técnica de western blot, segundo Towbin (1979). A transferéncia
foi realizada overnight a 60V. A membrana foi corada com Ponceu, deixando-a secar, em
temperatura ambiente, para marcar os pesos moleculares das bandas transferidas do padrdo
Sigma SDS-7B. As membranas foram guardadas a 4°C. As membranas foram incubadas
overnigth em solugdo bloqueio, contendo 5% de leite em p6 desnatado em TBS (150 mM
NaCl, 50 mM Tris-Base, pH 8.0). As membranas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos em

TBS-Teewn 20, sendo posteriormente incubadas por 12 horas com anticorpos primarios na
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concentragdo protéica de 0,2ug/ml, produzidos contra as MRJPs. As membranas foram
novamente lavadas 3 vezes por 5 minutos em TBS-Teewn 20. Em seguida as membranas
foram incubadas com anticorpo secundério do respectivo animal, do qual esta sendo testado
o soro, conjugado com fosfatase alcalina (AP). Apds duas horas de incubacdo, as
membranas foram lavadas pela ultima vez com TBS, 3 vezes por 5 minutos e 1vez com
tampdo AP. As membranas foram reveladas em incubagdo com NBT/BCIP. A reagdo foi
paralisada c om 4 cido a cético 7%, quando fosse bem visivel a ¢ oloragdo roxa da banda

marcada.

Laboratério de Bioguimica e Biologia Molecular



22

4- RESULTADOS:

4. 1- Caracterizagio protéica da geléia real:

A fim de caracterizar as proteinas da GR, principalmente as MRJPs foram feitos
varios ensaios de SDS-PAGE, utilizando amostras de GR fornecidas pelo Apiarios Girassol
e pela Casa do Mel.

A dosagem de proteinas pelo método de Bradford (1976) indicou uma

concentragdo protéica de 10,3mg/ml na GR pronta para ser aplicada nas colunas de

cromatografia.

A principio a caracterizagdo protéica da GR revelou que suas proteinas se
degradam facilmente devido ao acondicionamento inadequado, bem como pela variagdo de
temperatura e variagdo de pH. A degradagdo da GR foi observada, principalmente, através

da proteina de 57 kDa (dados néo mostrados).
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4. 2- Perfil cromatografico:

O fracionamento das MRJPs foi um dos principais objetivo deste trabalho, para
tanto a GR foi preparada e aplicada em diferentes resinas de comatografia de troca idnica.
Desse modo foi possivel obter uma comparagio entre os perfis cromatograficos de cada
resina, através da técnica de SDS-PAGE.

A resina de troca i6nica com carga elétrica positiva DEAE-sepharose (Figura 05),
demonstrou em SDS-PAGE o fracionamento das proteinas MRJP1 ¢ MRJP3s, com o
isolamento parcial da MRJPl em concentragdo mais elevada de NaCl, quando
consideramos que esta coluna foi eluida com gradiente de 200-500mM NaCl.

A resina catidnica Q-sepharose mostra a separagdo cromatografica em SDS-
PAGE das proteinas MRJP1, MRJP2 e MRJP3s. Neste experimento observar-se a formagio
de provaveis oligdbmeros da MRJP1 em quase todas as amostras eluidas da coluna, bem
com o isolamento parcial dessa proteina em concentragdo mais elevada de NaCl, quando
consideramos que esta coluna foi eluida com gradiente de 200-500mM NaCl (Figura 06).

Em resina de troca idnica negativa SP-sepharose observa-se o fracionamento
cromatografico, através de SDS-PAGE, das proteinas MRJP1, MRJP3s ¢ MRIP5 (Figura
07). Nesta cromatografia também ¢ possivel observar a formagdo de oligdmeros da MRJP1.

O ensaio cromatografico em resina de troca idnica com carga elétrica negativa
Fosfocelulose mostra em SDS-PAGE (Figura 08 e 09), o fracionamento das proteinas da
GR. Esta resina apresentou o resultado mais satisfatorio dentre os ensaios cromatograficos

realizados, podendo ser observado o fracionamento de todas as proteinas da familia das
MRIJPs.
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Figura 05: Fracionamento das principais proteinas da geléia real (MRJPs)

pela cromatografia de troca catiénica em coluna de DEAE-SEPHAROSE®,

A Figura mostra o perfil de proteinas separados por eletroforese (SDS-PAGE) em
gel de gradiente de 5-16% de poliacrilamida, corados com Coomasie Brilant Blue R-250.
A pista(A) contém a mostrade geléiareal aplicadana coluna, a pista V a fracdo de
proteinas que ndo ligaram na coluna, a pista L as proteinas que foram lavadas da coluna. A
elui¢do da coluna foi feita com gradiente de forga idnica usando o tampdo de elui¢do com
200 a 500 mM de NaCl. As pistas assim indicadas contem as fragdes protéicas eluidas da

coluna. A pista P indica o padrio de peso molecular 6H. As bandas indicadas referem-se a

proteinas do tipo MRJP1 ¢ MRJP3s.
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Figura 06: Fracionamento das principais proteinas da geléia real (MRJPs)

pela cromatografia de troca catiénica em coluna de Q-SEPHAROSE®.

A Figura mostra o perfil de proteinas separados por eletroforese (SDS-PAGE) em
gel de gradiente de 5-16% de poliacrilamida,corado com Coomasie Brilliant Blue. A pista
(A) contém amostra de gel€ia real aplicada na coluna, a pista V a fragdo de proteinas que
ndo ligaram na coluna, a pista L as proteinas que foram lavadas da coluna. A eluigdo da
coluna foi feita com gradiente de for¢a i6nica usando o tampdo de eluigdo com 200 a 500
mM de NaCl. Aé pistas assim indicadas contem as fragdes protéicas eluidas da coluna. A
pista P indica o padrdo de peso molecular 6H. As bandas indicadas referem-se a proteinas
MRJP1, MRJP2 ¢ MRJP3s. A chave representa bandas de provaveis oligdbmeros da

MRJP1 conforme descrito em SIMUTH (2001).
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Figura 07: Fracionamento das principais proteinas da geléia real (MRJPs)

pela cromatografia de troca anidénica em coluna de SP-SEPHAROSE®.

A Figura mostra o perfil de proteinas separado por eletroforese (SDS-PAGE) em
gel de gradiente de 5-16% de poliacrilamida, corado com Coomasie Brilliant Blue. A pista
(A) contém amostra de geléia real aplicada na coluna, a pista V a fragio de proteinas que
ndo ligaram na coluna, a pista L as proteinas que foram lavadas da coluna. A eluigdo da
coluna foi feita com gradiente de forga i6nica usando o tampéo de elui¢do com 200 a500
mM de NaCl. As pistas assim indicadas contem as fragdes protéicas eluidas da coluna. A
pista P indica o padrdo de peso molecular 6H. As bandas indicadas referem-se a proteinas
MRJP1, MRJP3 ¢ MRJP5. A chave representa bandas de provaveis oligdmeros da

MRIJP1 conforme descrito em SIMUTH (2001).
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- Figura 08: Fracionamento das principais proteinas da geléia real (MRJPs)

pela cromatografia de troca anidnica em coluna de FOSFOCELULOSE.

A Figura mostra o perfil de proteinas separado por eletroforese (SDS-PAGE) em
gel de gradiente de 5-16% de poliacrilamida, corado com Coomasie Brilliant Blue. A pista
(A) contém amostra de geléia real aplicada na coluna, a pista V a fragdo de proteinas que
nio ligaram na coluna, a pista L as proteinas que foram lavadas da coluna. A eluigdo da
coluna foi feita com gradiente de for¢a i6nica usando o tampdo de eluigdo com 200 a 500
mM de NaCl. As pistas indicadas com E1 — E7 contém as fragdes protéicas eluidas da
coluna. As bandas indicadas referem-se a proteinas MRJP1, MRJP2 ¢ MRJP3s. As outras
bandas indicadas como oligdmeros representam provaveis oligobmeros da MRJP1

conforme descrito em SIMUTH (2001).

Laboratério de Bioguimica e Biologia Molecular



28

MRIPs

Produtos
de
degradagio
(MRIP1?)

= MRJP3 60 e 63 kDa
#- MRJP2 ¢ MRIP4 49 ¢ 50kDa

MRS T ~AMRIES 10

- MRIP3 66
- MRIPS 60
- MRIP2

Figura 09: Perfil de proteinas da geléia real (MRJPs) da cromatografia em
coluna de fosofocelulose, separadas por letroforse em gel com 5-22% de
poliacrilamida.

PAINEL A: A Figura mostra o perfil de proteinas separados por eletroforese
(SDS-PAGE) em gel de gradiente de 5-22% de p oliacrilamida, ¢ orado ¢ om C oomasie
Brilliant Blue. A pista (A) contém amostra de geléia real aplicada na coluna, a pista V a
fragdo de proteinas que ndo ligaram na coluna, a pista L as proteinas que foram lavadas da
coluna. A eluigdo da coluna foi feita com gradiente de forga idnica usando o tamp@o de
eluicdo com 200 e 500 mM de NaCl. As pistas indicadas com numeros de 1-10 contem as
fragdes protéicas eluidas da coluna. As bandas indicadas referem-se a proteinas MRJPs 1-
5. Os painéis B-F representam detalhes do mesmo gel para marcagdo das MRIPS
individualmente.
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4. 3- Caracteriza¢do imunoldgica da geléia real:

Os animais inoculados com GR produziram anticorpos contra as proteinas deste
apiterapico. Isto pode ser evidenciado pelo Teste de ELISA o qual revelou para
camundongo uma absorvéincia maior do soro pds-imune se comparado com o soro pré-
imune. J& no soro de coelho essa diferenga foi de 20 vezes superior a leitura do soro pos
para o pré-imune. Estes resultados também podem ser evidenciados através dos blots com o
soro dos animais, pelo ensaio de western-blot (Figuras 10 e 11).

A partir do soro purificado dos camundongos contendo IgG produzida contra GR,
foram purificados, por afinidade os anticorpos contra as proteinas MRJP1 ¢ MRIJP3

(Figura 12). A purificagdo das IgG de coelho ainda esta em andamento.
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Figura 9: Ensaio de imunoblotting com soro de camundongos pés-imunizacio
com as proteinas da geléia real, revelados por fosfatase alcalina com NBT/BCIP.

O ensaio consistiu em sondar com os anticorpos pds-imune as proteinas principais
da geléia real imobilizada em nitrocelulase por incubagdo direta com a membrana (1) ou
filtragdo através da membrana (2). As pistas A-C indicam repeticdes da mesma amostra
aplicada na eletroforese. As bandas indicadas com MRJPs referem-se as principais
proteinas da geléia real. O padrdo de peso molecular (ndo mostrado) refere-se ao padrio
pré-colorido de alto peso molecular ( SDS-7B, SIGMA).
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Figura 10 : Ensaio de imunoblotting sondando as proteinas da geléia real
imobilizada em nitrocelulase com soro de coelho dos animais (1 e 2) imunizados com
as proteinas soliveis da geléia real e revelados em fosfatase com NBT/BCIP (A)
indica o soro pré-imune e (B) o soro poés-imune retirado apés o protocolo de
imunizagio descrito em material e métodos.

As bandas indicadas com MRJPs referem-se as principais proteinas da geléia real
reconhecidas soro imune. O padrdo de peso molecular (ndo mostrado) refere-se ao padrdo

pré-colorido de alto peso molecular ( SDS-7B, SIGMA).
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Figurall: Ensaio de imunoblotting sondando as proteinas da geléia real com
anticorpo anti-MRJP3 (pista A) e anti-MRJP1 (pista B) purificados por
imunoafinidade.

A purificagdo de anti-MRJP1 e anti-MRJP3 foi feita a partir da incubagéo do soro
pos-imune de camundongo com as bandas correspondentes a MRJP1 ¢ MRIJP3 separada
por eletroforese e cortada da membrana de nitrocelulose de acordo com referéncia do
padrdo de peso molecular pré-colorido ( SDS-7B, SIGMA) e o protocolo descrito em
Material e Métodos. As bandas indicadas MRJP1 E MRJP3s foram reconhecidas pelos dois
anticorpos. A banda indicada como oligdmero refere-se ao complexo formado pela MRJP1
e reconhecido pelo anticorpo especifico.
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5- DISCUSSAO:

A GR de Apis mellifera, produzida pela glandula hipofaringeal das operérias € um
composto altamente protéico (Albert et al.,, 1999a & Schimitzova ef al., 1998). Isto pode
ser evidenciado pelo perfil SDS-PAGE das proteinas deste apiterapico, que por estarem
muito concentradas, mostra um araste nas bandas o que dificulta a visualizagdo e defini¢do
de cada proteina. Geralmente isso acontece porque se aplicou uma grande quantidade de
proteinas, que ainda ndo sofreram nenhum processo de separagdo, como a centrifugagéo.

Algumas proteinas tém tendéncia a formar oligdmeros que no caso da proteina
MRJP1, formando um complexo de alto peso molecular que ¢ resistente a eletroforese em
condigdo desnaturante. Isto acontece provavelmente porque os métodos de preparagdo das

GR fazem com que as proteinas precipitem e se agreguem tornando-se insoluveis (Simuth,
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2001). Neste trabalho a formagédo desse oligdmeros também nas resinas Q-sepharose, SP-
sepharose e Fosfocelulose.

Nos ecnsaios cromatograficos foram obtidos resultados importantes como o
fracionamento quase completo das MRJPs alcangado na resina de Fosfocelulose, a qual
apresentou o melhor fracionamento destas proteinas. Jé entre as resinas de carga positiva o
melhor fracionamento foi obtido pelas resinas DEAE-sepharose e Q-sepharose, verificou-
se o isolamento parcial da MRIJP1.

A MRIPI1, provavelmente uma das mais importantes e abundantes dentre as
MRJPs e stando p resente e m qua se t odas a s amostras de e letroforese e sta r elacionada a
diversas fungdes fisiologicas na abelha, ainda desconhecidas, além de ja ter sido localizada
no corpos de cogumelo, que representam o centro de apredizagem e memoria das abelhas,
no cérebro de forrageiras ( Kaludiny ef al., 1994a, Kucharski et al., 1998 e Albert et al.,
1999b).

As proteinas  polimoérficas MRJP3 e MRIJPS, as quais apareceram em
cromatografadas em varias resinas, estao relacionadas com fungdes nutricionais na abelha
(Schimiitzova et al., 1998).

Ainda ¢ necessdrio investigar mais o0 comportamento cromatografico das MRJPs
de GR, para tanto sugere-se fazer a associagdo de resinas de troca i6 nica c om ¢ argas
diferentes, como por exemplo aplicar o void da DEAE-sepharose na Fosfocelulose.

Com a purificagdo das proteinas da GR pode-se determinar quais os principios
bioquimicos responsaveis pela diferenciagdo da rainha, bem como pela sua fertilidade e
longevidade; o que podera ser usado na industria para a fabricagdo de s ubstincias que
atuem contra o envelhecimento. Ja a determinag@o das proteinas da GR que apresentam
uma atividade imunomodulatéria, pode ser util para a fabricagdo de uma substancia que vai
prevenir ou curar a reag@o alérgica provocada por algum produto apiterapico ou até mesmo
pelo veneno da abelha. A GR ¢ um composto protéico com um grande potencial industrial,
basta que se amplie as pesquisas a respeito de seus componentes e suas propriedades.
Entretanto os anticorpos que foram produzidos durante a realizagdo deste trabalho nio pode
determinar a atividade imunomodulatéria da GR, sendo uma ferramenta basica para o

aprofundamento e determinag@o desta atividade.
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Muitas das propriedades terapéuticas da GR ainda nao foram bioquimicamente
esclarecidas, por isso a purificagdo de anticorpos contra as proteinas MRJPs torna-se uma
importante ferramenta para o esclarecimento destas propriedades, além de contribuir para o
estudo do nivel de degradagio da GR através da técnica de wesrten-blot.

A inoculacsio de GR em camundongos e coelhos foi importante para a produgdo
de anticorpos contra as proteinas da GR, a qual possibilitou a purificagdo do anticorpo
contra algumas proteinas da GR. Com os anticorpos purificados é possivel fazer
imunolocalizagdes e ensaios de proliferagdo celular, contribuindo para a caracterizagdo
imunolégica deste composto alimentar, com isto pode-se esclarecer qual € o papel da GR
na manifesta¢do clinica de alergias ou de problemas respiratdrios. A principio ja se sabe
que as proteinas de 55 a 47kDa sdo alergénicas, quando associadas a outras alergias
ambientais, entretanto ainda ndo se sabe como essas proteinas atuam (Leung et al., 1997b).

A partir da purificago dos anticorpos contra as MRJPs um proximo passo
importante s3o os ensaios de imunolocalizagdo destas proteinas no cérebro e na glandula

hipofaringeal de Apis mellifera.
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6- CONCLUSAO:

As proteinas da GR sdo facilmente degradadas em alta temperatura ou quando
mal acondicionadas, sendo que a proteina de 57kDa, apresenta-se com um marcador do
nivel da degradagdo da GR, o que compromete a atividade biologica deste apiterapico.

A MRIJP! foi parcialmente isolada através das resinas de cromatogralia de troca
idnica DEAE-sepharose e Q-sepharose, com carga elétrica positiva. Nas resinas Q-
sepharose, SP-sepharose e Fosfocelulose ocorre a formagdo de oligdbmeros. A resina
Fosfocelulose apresentou um perfil mais satisfatério de separagio das MRJPs.

Os camundongos e coelhos inoculados com a GR, produziram anticorpos que
foram purificados contra as MRIPs. Ja a purificagdo dos anticorpos contra as MRJPs

produzidos a partir do soro de coelho ainda estdo em andamento.
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