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nos ensaios bioquímicos e imunológicos, como o fracionamentocromatográfico das proteínas da GR e a inoculação deste composto protéicoem mamíferos para a produção e purificação de anticorpos contra estasproteínas. F oi o bservado que a resina a niônica fosfocelulose apresentou omelhor perfil cromatográfico da GR em SDS-PAGE. Além disso os animaisinoculados com GR produziram os anticorpos contra as MRJPs, sendopossível a purificação, por imunoafinidade, de IgG anti—MRJPI e IgG anti-MRJP3 & partir do soro de camundongo.

Palavras- chaves: Apis mellífera, Geléia real, proteínas.
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1- INTRODUÇÃO:

Este trabalho tem a caracterização e purificação protéica da geléia real de Apismellífera (GR) como primícias para o aprofundamento acerca dos princípios bioquímicos

1. 1- As abelhasApis mellifera:

As primeiras Apis mellífera européias foram introduzidas no Brasil em 1839 peloPadre Antônio Carneiro. As africanas foram trazidas em 1956 pelo Prof. Dr. WarwickEstevan Kerr, sendo uma das espécies de abelhas mais conhecidas e estudadas,



DNA. Sabe—se que a GR tem um papel essencial na diferenciação das castas, pelo fato deser o alimento da rainha desde o momento de seu estágio larval. A GR também atua nodesenvolvimento e diferenciação da rainha, que possui um corpo maior do que o daoperária, além de promover sua longevidade, uma vez que a rainha vive cinco anosenquanto a operária vive cinquenta dias. Entretanto os principios bioquímicos que explicamcomo isto acontece ainda não são conhecidos (Evans et al., 1998).
O papel das abelhas operárias muda com a idade, ou seja, a função das operáriasmuda conforme o tempo de vida de cada uma delas. Quando são jovens as abelhasenfermeiras secretam um mel leitoso (geléia real) e as abelhas velhas forrageiras trazemnéctar e pólen ,para produzir mel. O perfil eletroforético da glândula hipofaringeal deoperárias mostra que as proteínas secretadas por ela mudam com a idade. A análise de

ímunoblottíng usando anticorpo purificado contra três proteínas principais (50, 56, e 64kDa) de abelhas enfermeiras indica que elas são sintetizadas seletivamente e secretadas
como proteinas da GR. Entretanto, a principal proteina sintetizada especificamente naglândula hipofaringeal da abelha forrageira é a de 70 kDa que foi identificada como OL-
glicosidase. Por esta razão a glândula hipofaringeal parece ter dois estados distintos
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condições climáticas (Albert et al., 1999 a). Geralmente & GR é composta de 60-70% deumidade (água); IP.—15% de proteínas, das quais a maioria é composta de proteínashidrossolúveis (water solubíe proteíns-WSP); 10—16% de açúcar; 3-6% de lipídeos e 2—3%de moléculas de baixo peso molecular como vitaminas, sais minerais e aminoácidos livres(Tabela 01) (Albert et al., 199921 e Schimitzová et al., 1998).
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4
Tabela 01: Composição bioquímica da GR. A composição bioquímica foiobtida por ultracentrlfugaçao e liofilizaçâo de amostras de CR, sendo que a GR-gelrepresenta a fração de CR pura. (Simúth, 2001).

Royal RJ-supematmnt RJ-sofh RJ—aeclimeut RJ—gclJelly [RJ) sn:-dimetil
SUGARS

Fructose HJ] 21.8 10.6 3.3 1.7Glucose 18.8 27.2 lll 4.l 1.1Slccllamsc LD 0.9 [3.4 0.| 1.7Tmhnlosc 0.2 0.2 0.4 0.1 0.06_

Other (17 |.] 0.39 0.03 0.24Total
34. 3 Sl). (: 23.4 8 . | 3 4. ltFATTY AClDS

ID-H—Z—DA 10.5 0. 7 6.4 36.6 U. L
| (LH-DA 2. 7 0.4 2.1 8.6 O.C“Útlwr 2.0 D. I 3.0 2.9 0.23Total lil 13. | 1.5 48.1 0.4CRUDE PROTEÍN 39.3 35.3 57.1 40.3 RS.-lASH 2.8 0.85 4.5 U.St- lll-'IDRY MATTER (%)

Lyuphi lized sample 93.5 90.3 96.5 93.6 97Original sample 33.8 ZLS 49.1 (=* ? 34 "'

i32?ÉIÉ'JC'Éºclgfàíifiãªfãgã'ãã'lfàªº“'

Os estudos sobre as proteínas hidrossolúveis de GR têm se baseado em análisescromatográficas e na comparação das propriedades imunológicas destas proteínas,bemcomo das proteínas expressa na glândula hipofaringeal de abelhas operárias em diferentesestágios de vida. A amostra designada como WJ corresponde ao homogeneizado deglândulas hipofaringeal em Tampão de Homogeneização pH 8.0 (descrito no item 3.2). Asprincipais proteínas hidrossolúveis da GR são conhecidas como major royal jelly proteins,(MRJPs). Esta família consiste de cinco membros designados MRJPl, MRJPZ, MRJP3,MRJP4 e MRJPS, sendo as proteínas MRJP3 e MRJPS polimórficas (Figura 01). AsMRJPs representam de 82% a 90% de proteínas da GR, além de conter alta porcentagem deaminoácidos essenciais. (Schimitzová et al., 1998).
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FiguraOl: Análise das proteínas de GR e de WJ (geléia obtida através de umpool de células de larvas de operárias homogeneizadas em Tampão fosfato, comodescrito nos materiais e métodos), por SDS-PAGE (gel 10% de poliacrilamida). 1—Padrão de peso molecular; 2. Homogeneizado de WJ em tampão fosfato; 3—Homogeneizado de CR em tampão fosfato (70mg/ml); 4— sobrenadante apóscentrifugação de WJ homogeneizada (9ug de proteínas); 5— sobrenadante apóscentrifugação de GR homogeneizada (Sug de proteínas). O gel foi corado comCoomassie Brilliant Blue R-250 (Schimitzová et al., 1998).

As proteínas MRJPs contêm um alto grau de homologia entre elas, sendoencontrado 64% de identidade entre a MRJPl e MRJP2; 62% entre & MRJP2 e MRJP3;61% entre & MRJPI e MRJP5; 72% entrea MRJP2 e MRJPS; 68% entre a MRJP3 eMRJPS e entre a. MRJP2 e MRJP3 (Figura 02) (Blast European Bioinformatics Intitutewww.ncbi.nlh.gov). O peso molecular de cada proteína foi determinado como: MRJPI55kDa; MRJP2 49kDa; MRJP3s 60,63,66 e70kDa; MRJP4 50kDa; MRJP5s77 e 87kDa(Schimitzová et al., 1998). O gene das proteínas MRJPs tem uma origem evolutiva comumcom a proteína yelow de Drosophyla melanogaster (Albert et al., 1999a).
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Figura02: Comparação das sequências de aminoácidos das proteínas dafamília MRJP. O alinhamento dos resíduos de aminoácidos foi feito usando oprograma CLUSTAL V (Higgins and Sharp 1998). Os pontos indicam as posições doalinhamento que foram conservadas. A sequência de MRJP4 mostra aminoácidoscisteina conservados. As regiões de MRJP3 e MRJPS mostram motivos repetidos.(Schimitzová et al., 1998).

As MRJP3 respondem por importantes funções na nutrição das abelhas uma vezque fornecem um suprimento de aminoácidos essenciais presentes na sua estrutura primáriaprincipalmente na estrutura das MRJPI, MRJP4 e MRJPS, além de fornecerem nitrogêniobiológico, requerido para o rápido desenvolvimento do organismo (Albert et al., l999a). Osaminoácidos essenciais presentes na GR, relacionados a seguir (Tabela 02), estãoenvolvidos com o desenvolvimento da abelha, s endo que a MRJPl apresenta48% deaminoácidos essenciais, que corresponde a dez diferentes aminoácidos (Schimitzová et al.,
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Tabela 02. Composição de aminoácidos das MRJPs. Porcentagem deaminoácidos das proteínas nativas de CR, obtidas por análise computacional(programa PC Gene 6.7) (Schimitzová et al., 1998).
% MRJPl MRJPZ MRJP3 MRJP4 MRJPÉ“

Ala 3.9 6.2 4.9 73" 3.25%”
Arg 3.4 3.8 4.9 4.1 9.0Asn 6.9 11.3 15.9 13.8 8.7
Asp 8.6 7.1 7.5 7.5 12.0
Cys ' 2.5 1.5 1.1 1.3 1.0
Gln 3.9 5.1 7.1 6.3 3.8
Glu 3.9 3.8 3.8 3.9 2.5
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 2.2 2.4 11.4
Phe 4.2 4.4 1.7 2.2 2.6
Pro 3.7 3.1 2.5 2.2 2.6
Ser 8.1 5.8 5.9 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% 43% 393% 445% 51.4%

A MRJPl corresponde a 48% das proteínas hidrossolúveis, sendo sintetizada naglândula hipofaringeal de abelhas operárias enfermeiras e expressa no cérebro de operárias
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Figura 03: Caracterização da MRJPl por ultracentrifugação (245000g por 5horas a 6 ºC). (A)Análise eletroforética sob condição desnaturante, das proteínas deCR. 1— GR nativa; 2— Sobrenadante da GR ultracentrifugada; 3- Sedimento leve daGR ultracentrifugada; 4— GR sedimentada; 5— GR—gel; 6- Fração de GR excluída dacromatografia (fração de alto peso molecular); 7- fração de baixo peso molecular; 8-oligômeros de MRJPl e 9— monômeros de MRJPl. (B) lmunobloting correspondentesas amostras de SDS-PAGE.(Símúth, 2001).

As proteínas MRJPI e MRJPZ, chamadas de apalbumin são expressa e localizadasnos corpos de cogumelo no cérebro de Apis mellíjíara que é o centro de aprendizagem ememória das abelhas adultas (Bíliková, et al..2002).
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Figura 04: Perfil eletroforético das proteínas de GR, separadas por SDS-PAGE. 1— P adrão (! e p eso m olecular; 2- G R; 3— 8: g eléia d e diferentes células deoperária (Albert et al., 1999a).

Os métodos convencionais de preparação para o fracionamento da GR faz comque elas se agrguem formando oligômeros que são insolúveis em água e até mesmo emensaios de eletroforese desnaturante. Desse modo foi proposto um novo método defracionamento das MRJPs de GR, através de ultracentrifugação foi obtida &MRJPl natural,sem a formação de oligômero, uma vez que é essta proteína que se apresenta propicia aformação de oligômeros (Simúth, 2001).

determinadas, como por exemplo: amilase, ascorbinoxidase, catalase, fosfatase ácida einvertase (Schimitzová et al., 1998 e Albert et al., 199921).
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1. 3- Propriedades apiterápicas e tecnológicas da geléia real:
W

A GR são atribuídos vários efeitos tisrológicos, os quais foram estudadosexperimentalmente em animais, incluindo atividades vasoativas e hipotensora (Shimoda etal.,l978), ação desinfetante e antibacteriana (Fujiwara et al.,l990), atividade antitumoral(Tanura et al.,l987 & Townsend et al., 1961) e atividade antiinflamatória (Fujii et

divisão celular em cultura primária de hepatócito. Um fator candidato e' a proteína de 57kDa, que também pode atuar como marcador de qualidade da GR uma vez que a proteínade 57 kB a foi e specificamente de gradada e rn p roporção à temperatura e a o p eríodo de
armazenamento, sendo que outros constituintes da GR não sofreram mudanças durante oarmazenamento. Esta proteína estimula significativamente a síntese de DNA no hepatócito
enquanto que este efeito não foi observado durante o tratamento com a albumina de sorobovino e nem com a GR estocada por sete dias a —40 ºC, na qual faltava a proteína de 57kDa. A atividade mitogênica foi perdida após tratamento com tripsina. Estes dados indicam
que a proteína de 57 kDa atua como mitogéno, além de prolongar a proliferação celular emcultura primária de hepatócito com um aumento da produção de albumina comparada com
as células não tratadas. Portanto a proteína de 57 kDa pode promover a regeneração
hepática com ação protetora sobre hepatócitos (Kanuara et al.,ZOOl).

Os efeitos imunomodulatórios da GR foram estudados através da supressão de
reações alérgicas de camundongos imunizados com DNP-KLH (2,4 dínítrophenylated
keyole limpet heinocyanin). A administração de lg/Kg de GR para os camundongos DNP-
KLH reduziu significativamente o nível sérico de imunoglubulina IgE antígeno específico e
inibiu a liberação de histamina mediada por DNP-KLH de mastócitos, resultando na
supressão imediata de reações de hipersensibilidade na pele da orelha. Nos camundongos
imunizados com DNP-KLH e tratados com GR (camundongos DNP-KLH/GR), a
produção de citocina interferon—y (IFN-y) por células TCD4+, a qual estimula as células
Thelper 1 (Thl), suprimiu a produção de citocina interleucina4 (IL—4) por células TCD4+,

Ubaratório de Bioquímica e Biologia Molecular



ll
que atua nas células ThZ. A IL—4 de camundongos DNP—KLH estava aumentada quandocomparada com camundongos não “imunizados, entretanto, houve uma diminuição destacitocina em camundongos DNP—KLH tratados com GR. Desse modo, a GR melhorou obalanço da resposta celular Thl/Th2 de células Th2-dominante (resposta alérgica) paraThl-domiante (resposta protetora), em associação com a restauração da função demacrófagos. A GR aumentou Significamente o nível de glutation em macrofágos decamundongos DNP-KLH/GR, aumentou a expressão de mRNA p40 para IL—12 e aprodução de óxido nítrico, diminui a produção de prostaglandina 2 (PGEZ) de macrófagosquando comparados com camundongos DNP—KLH não tratados (Oka et al., 1998).No entanto, o alto consumo deste apiterápico pode ocasionar reações dehipersensibilidade a GR em pacientes atópicos. Em um caso específico o quadro clínicoevolui para o óbito de uma paciente asmática logo após o consumo da GR. Isto pode serexplicado porque o consumo excessivo de GR por pacientes alérgicos ou com problemasrespiratórios, induz a sensibilidade do indivíduo a este apiterápico ocasionando desdeurticária até manifestações clínicas mais graves como o choque anafilático. As proteínas de47 a 55 kDa, foram identificadas como potencialmente alergénicas, quando associadas aoutras alergias ambientais (Leung et al., 1997).

Vários insetos são conhecidos pela produção humoral de proteínas antibacterianas
que participam do sistema de defesa contra microrganismo. Desse modo na hemolinfa de
Apis mellífera foi isolado apidecíns, que são pepitídios bactericidas com atividade
inibitória do crescimento de bactérias Gram+ e Gram-, Ascomycetos e outras espécies de
fungos. Uma das substâncias da GR foi identificada, por ter ação antimicrobiana como a
lO-hidroxy—Aªdecenoic (Fujiwara et al., 1990).

A royalísína presente na GR é uma importante proteína com ação antibacteriana,.
A estrutura primária desta proteína está sendo investigada e pode ter uma similaridade com
outras proteínas ou peptídeos bactericidas. A royalísína com 5523Da apresenta 51 resíduos
de aminoácidos, sendo que seis resíduos são de cisteínas unidas por ligações dissulfeto, as
quais provavelmente estão relacionadas com a atividade antibaceriana da royalisína. Os
resultados da atividade antibacteriana da royalísina mostram uma seletividade da inibição
do crescimento das bactérias Gram+. Entretanto na GR nativa a royalísína inibe somente
bactérias Gram—. Esta diferença pode ser explicada pela presença do ácido 10—hidroxy—
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Aºdecenoic, presente na GR nativa e perdido completamente durante o fracionamento. Porcausa deste potente efeito antibacteriano & royalísina toma—se atrativa para futurasaplicações especialmente na conservação de alimentos (Fujiwara et al., 1990).Dentre os experimentos propostos com a GR, predominou & sua caracterizaçãoprotéica e a determinação do seu perfil imunológico como etapa primordial,para estetrabalho. Sendo assim, os ensaios bioquímicos e imunológicos em cromatogarafias líquidase eletroforese SDS—PAGE e western-blot, foram realizados para a caracterização desteapiterápico.
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2- OBJETIVOS:

Preparar GR para conservação e análise bioquímica por meio de técnica de
centrifugação e diálise.
Realizar estudos de caracterização das propriedades bioquímicas da GR.
Isolar as frações protéicas de GR por técnicas cromatográfrcas.
Analisar por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida e caracterizar as
principais proteínas da GR.
Imunizar camundongos e coelhos com GR para produção de anticorpos policlonalis.
Purificar por imunoafinidade as imunoglobulinas relativas as principais proteínas da
GR.

Analisar por western blot a reatividade cruzada dos anticorpos purificados.

Labamto'rio de Biagi/imita e Biologia Molecular
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3- MATERIAL E MÉTODOS:

3. 1- Obtenção e estocagem do material:

As amostras de GR utilizadas foram fornecidas pelo Apiários Girassol, de
Uberlândia-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 alíquotas e acondicionadas a —20 ºC.

3. 2- Preparação do extrato protéico:

Alíquotas de 2g de GR foram homogeneizadas em 12ml do Tampão de
Homogeneização “pH 8.0: 50 mM NaH2P04/NazHPO4 pH 7.0, 100 mM NaCl e 20 mM
EDTA (Ácido etilenodiaamino tetre-acético, J.T;Backer). O extrato protéico foi obtido
após homogeneização de 30minutos, em banho de água gelada, sendo agitado em vortex a
cada 5 minutos. Em seguida foi centrifugado a 10000 g a 4 ºC por 10 minutos. O
sobrenadante foi dialisado em Tampão Tris pH8.0: 20 mM Tris-HCl (Hydroxymethyl
aminomethane, Nuclear) pH 8.0 e 0,5 mM EDTA, por 24 horas. Após a diálise a GR foi
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novamente centrifugada a 10000 g a 4 “C por 10 minutos A fração sobrenadante foi
utilizada nos experimentos descritos abaixo (Schimitzová et al., 1998).

3. 3- Fracionamento das proteínas de GR em cromatografia líquida:

As análises cromatográficas foram feitas em diferentes resinas de cromatografia
líquida de troca iônica (volume de resina entre 5 a lOml), as quais foram equilibradas com
o mesmo Tampão Tris pH 8.0, já mencionado anteriormente, acrescido de 200 mM NaCl,
azida a 0,02% e 21 ul/l B-mercaptoetanol.O fluxo foi mantido constante com a ajuda de
uma bomba peristáltica disponível. As resinas (Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, CA,
EUA) usadas para os ensaios de cromatografias foram as seguintes: resinas de troca iônica
carga positiva DEAE-Sepharose (Dietilaminoetil) e Q—Sepharose, resinas de troca iônica
carga negativa SP-Sepharose (Sulfopropil) e Fosfocelulose. As amostras para
cromatografia foram fornecidas pelo Apiários Girassol Ltda.

O extrato protéico centrifugado, após a diálise, foi aplicado nas colunas de
cromatografia, sendo seu volume diluído para 30m1 com Tampão de Homogeneização pH
8.0, acrescida de 200 mM NaCl, 200 mM NaCl, azida a 0,02% e 21—1/1 B-mercaptoetanol.
Simultaneamente a aplicação da amostra coletou-se & fração protéica não retida pela coluna
(void). Em seguida, a coluna foi lavada com o Tampão Tris pH 8.0, acrescido de 200mM
de NaCl, 0,02% de azida e lel/l de B-mercaptoetanol.As frações cromatografadas, foram
eluídas com tampão Tris pH 8.0, em um gradiente de sal de 200 a 500 mM de NaCl e
coletadas com a ajuda do coletor de frações num volume de 2m1 por tubo de ensaio
(aproximadamente 60 g otas). T odas a s frações de c ada p asso do e nsaio cromatográfico
foram preparadas para análise eletroforética desnaturante, em gel de poliacrilamida.

3. 4- Análise eletroforéticaSDS-PAGE:

As frações eluídas de cada cromatografia foram separadas, de acordo com o peso
molecular de cada polipeptídio por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE), utilizando sistema tampão descontínuo como descrito por Laemmli (1970) e
sistema de placas de vidro descrito por Studier (1973). Foram utilizados mini géis de
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dimensões de 7,1 X 10 )( 0,00750m (SE 215 Mighty Small Multiple Caster, Hoefer
Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, CA, EUA) com concentrações gradiente de a 5%
16% de poliacrilamida.

O gel de separação foi preparado utilizando-se Tris-HCl pH 8.8 a 0,375 M, SDS
(Dodecil sulfato de sódio, Synth. Diadema—SP) a 1%, EDTA a 2 mM, solução 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% e PSA (Persulfato
de amônio, Armesham-USB) & 0,125%. Para o gel de empilhamento utilizou-se Tris-HCl a
0,125 M pH 6.8, SDS a 0,1%, 2 mM EDTA, solução de acrilamida/ bis acrilamida a 5%,
TEMED a 0,125% e PSA a 0,125%. A solução do gel de separação foi vertida
cuidadosamente para a cavidade da placa previamente montada de maneira a evitar a
formação de bolhas no gel, sendo acrescentado, em seguida uma camada de água
deionizada. Após a polimerização do gel de separação adicionou-se a solução do gel de
empilhamento e o pente para a formação dos poços de aplicação da amostras. As placas
foram montadas em cubas para eletroforese contendo o tampão eletrodo Tris-glicina 0,025
M pH 8.3. A migração eletroforética das proteínas ocorreu em Tampão eletrodo pH 8.3:
0,19M de glicina, 0,025 M de Tris, 0,075% de SDS e 1,65 M de EDTA.

As amostras foram preparadas na proporção de 1:10, em volume, da fração para
tampão da amostra “TA 10 X” (31,2mM Tris-HCl, 8,75% SDS, 20% sacarose, 10% B-
mercaptoetanol, 0,25% azul de bromofenol, llmM EGTA), respectivamente. A separação
eletroforética será conduzida com amperagem constante de 30mA.

Após a corrida, o gel foi corado, com comassíe brilhant blue R-0,25%, dissolvido
em solução de metanol e ácido acético a 5 e 10%, respectivamente. A descoloração ocorreu
na presença de solução 30% de metanol e 10% de ácido acético, seguida de solução de
ácido acético a 7%. '

Os géis foram estocados nesta mesma solução até a sua documentação. Para a
comparação dos pesos moleculares utilizou-se padrão de peso molecular SDS 6H Sigma,
ao qual é adicionado calmodulina purificada. Os pesos molecular de cada proteína são: 205
kDA cadeia pesada de miosina U, 116 kDa B-galactosidade,97.4 kDa fosforilase b, 66 kDa
soro albumina bovina, 45 kDa ovoalbumina, 29 kDa anidrase carbônica.
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3. S- Dosagem de proteínas:
A concentração de p roteína na fração foi determinada p elo m étodo de B radford

(1976) tendo como padrão a soro albumina bovina. Neste método, uma alíquota de cada
fração será diluída para 100 ul com água deionizada e adicionando 3,0ml de reagente de
Bradford (100 mg de Coomassie Blue G, 50ml de etanol 95% e lOOml ácido fosfórico
85%). As determinações foram feitas em duplicatas e a absorbância medida a 595nm.
Paralelamente à dosagem de proteína das frações fez-se a curva padrão de soro albumina
bovina. A concentração de proteína em mg/ml foi determinada a partir de cálculos de
regressão linear baseados nos valores obtidos a partir da curva-padrão.

3. 6— Imunização dos animais:

3. 6. 1- Imunização de camundongos:

Foi separado um lote com 10 camundongos para imunização com GR, os quais
foram mantidos no Laboratório de Imunologia, desta universidade. Antes da imunização
fez-se a sangria prévia dos animais para se certificar, através de imunobloting, que os
animais não possuíam proteínas 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 concentração de 50 lig/500 ul mais Adjuvante Completo de
Freundis, volume/ volume (v/v). As doses de reforço foram administradas na concentração
de 25 ul/ 500 ul mais Adjuvante Incompleto de Frend's, v/v. Cada animal recebeu uma
dose de 500 ul.

Após três doses de reforço, fez-se a sangria dos animais pelo olho, com a ajuda de
um capilar. O sangue coletado dos animais foi separado, após formação de coágulo, por
centrifugação a 350g por 10 minutos. Os soros obtidos foram aliguotados e armazenados a
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—20 ºC até a realização de testes sorológicos (descrito a seguir). Três dias antes da sangria
completa dos animais foi administrada outra dose de reforço, sem o adjuvante.

3. 6. 2- Imunização de coelhos:

Os coelhos utilizados para a produção de anticorpos foram cedidos e mantidos pelo
Valleé S.A., em Uberlândia—MG. Foram separados 2 coelhos novos. Antes da imunização
fez-se a sangria prévia dos animais para se certificar, através de imunobloting, que os
animais não possuíam proteínas 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 concentração de 500 pig/ml mais Adjuvante Completo de Freund's, v/v. As
doses de reforço foram administradas na concentração de 250 pl/ml; mais Adjuvante
Incompleto de Prendªs, v/v. Cada animal recebeu uma dose de lml.

Fez-se a sangria dos animais pela orelha, após três imunizações de reforço. Com o
soro, separado por centrifugação fez-se o teste sorológico (descrito a seguir).

3. 7- Ensaio imunoenzimático ELISA:

A placa de ELISA foi sensibilizada overnigth a 4ºC corn a GR (antígeno), usada na
imunização dos animais, nas concentrações protéicas de lOpg/ul e 20pg/pl, diluídas em
Tampão 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, diluídos 1:50 com PBS mais moli005%,
deixando p or lh a 37º C. A p laca foi lavada 6 v ezes c om P BS-Teewn 20. E m seguida
aplicou-se o anticorpo secundário anticamundongo conjugado com peroxidase na titulação
de 12000 e 1:4000, incubando—se por lhora a 37ºC. A placa foi lavada 6 vezes com PBS-
Teewn 20. O teste foi revelado com Usou-se ácido sulfúrico 2N para interromper a reação.
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O mesmo experimento foi realizado com o anticorpo secundário anticoelho
conjugado com peroxidase na titulação de 12000 e 1:4000,sendo também revelado com
tampão OPD+H202 30%.

3. 8- Preparação dos soros:

O sangue coletado de cada animal foi se separado do plasma, após a formação de
coágulo p or c entrifugação a 350 g p or 10 minutos, r repetindo-se o mesmo procedimento
após a separação do sobrenadante. Os soros foram diluídos I:] com PBS mais 0,2 % Na N3
e acondicionados a -20ºC.

3. 9— Purificação de IgG anti-GR:

O soro dos amimais foram incubados em membranas de PVDF previamente
incubadas por 24 horas a 4 ºC ou filtradas e incubadas por 24 horas a 4 ºC com GR, sob
agitação. As membranas foram bloqueadas por 12 horas com PBS-T mais 5% de leite em
pó desnatado, sendo lavadas 3 vezes por 5 minutos em TBS-Teewn 20. As membranas
foram incubadas com os soros dos animais & 4ºC por 24 horas, sob agitação. As membranas
foram novamente lavadas 3 vezes por 5 minutos em TBS-Teewn 20 e eluídas com Tampão
de eluição trietilamina lOOmM, na proporção de Mu] de trietilamina por lml de água
deionizada. As membranas foram incubadas com o Tampão de eluição por Sminutos,
agitando em temperatura ambiente. Em seguida a reação foi neutralizada transferindo-se a
trietilamina para um tubo ependorfcom 100m1 de Tris-HCl lM pH 8.5. A fração eluída foi
dialisado contra PBS por 2 dias. Depois da diálise foi lida a absorbância da amostra em
280nm, zerandoo espectofotômetro com PBS usado para dialisar a amostra. Para se saber
qual a concentração protéica do anticorpo purificado, correspondente a fração eluída com a
trietilamina, dividiu-se a absorbância da amostra pelo coeficiente de extinção molar da IgG:
13,6. As membranas foram guardadas em PBS mais 0,02% azida & 4 ºC.
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3. 10— Purificação de anticorpo por afinidade:

Os anticorpos produzidos foram purificados por afinidade, através da imobilização
de proteínas purificadas da GR (MRJPl e MRJP3), em membrana de nitrocelulose 0,2um,
por transferência do gel SDS-PAGE em corrente elétrica de 60V. A membrana foi corada
com Ponceu, para marcar os pesos moleculares das bandas transferidas do padrão Sigma
SDS-7B (180 kDa az—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 proteína. As membranas foram bloqueadas agitando em
solução bloqueio PBS- Teewn 20 mais 5% de leite em pó desnatado por 8 horas a 4 ºC e
lavada 4 vezes por 4 minutos com PBS-T. Em seguida foram incubadas, overnight a 4 ºC
sob agitação, com o anticorpo a ser purificado contra cada uma dessas proteínas descritas
acima. As membranas foram lavadas com PBS-T 4 vezes por 4 minutos e eluídas com
Tampão de Eluição trietilamina, conforme o tópico anterior. As frações eluídas foram lidas
a 280nm no espectofotômetro. Em seguida as mesmas foram dialisadas contra PBS por
24horas a 4ºC. após a diálise as amostras foram novamente lidas a 280mm no
espectofotômetro.

3. 11- Western Blot:

As bandas protéicas foram transferidas do gel de eletroforese para a membrana de
nitrocelulose 0,2pm, pela técnica de western blot, segundo Towbin (1979). A transferência
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 padrão
Sigma SDS-7B. As membranas foram guardadas a 4ºC. As membranas foram incubadas
overnígth em solução bloqueio, contendo 5% de leite em pó 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 primários na
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concentração protéica de 0,2pg/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 secundário do respectivo animal, do qual está sendo testado
o soro, conjugado com fosfatase alcalina (AP). Após duas horas de incubação, as
membranas foram lavadas pela última vez com TBS, 3 vezes por 5 minutos e lvez com
tampão AP. As membranas foram reveladas em incubação com NBT/BCIP. A reação foi

paralisada c om á cido a cético 7% , qua ndo fosse b em visível a c oloração r oxa da banda
marcada.
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4— RESULTADOS:

4. 1- Caracterização protéica da geléia real:

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

A dosagem de proteínas pelo método de Bradford (1976) indicou uma
concentração protéica de 10,3mg/ml na GR pronta para ser aplicada nas colunas de
cromatografia.

A princípio a caracterização protéica da GR revelou que suas proteínas se
degradam facilmente devido ao acondicionamento inadequado, bem como pela variação de

temperatura e variação de pH. A degradação da GR foi observada, principalmente, através
da proteína de 57 kDa (dados não mostrados).
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4. 2- Perfil cromatográfrco:

O fracionamento das MRJPs foi um dos principais objetivo deste trabalho, para
tanto a GR foi preparada e aplicada em diferentes resinas de comatografla de troca iônica. -

Desse modo foi possível obter uma comparação entre os perfis cromatográfrcos de cada
resina, através da técnica de SDS-PAGE.

A resina de troca iônica com carga elétrica positiva DEAE—sepharose (Figura 05),
demonstrou em SDS-PAGE o fracionamento das proteínas MRJPl e MRJP3s, com o
isolamento parcial da MRJPl em concentração mais elevada de NaCl, quando
consideramos que esta coluna foi eluída com gradiente de 200-500mMNaCl.

A resina catiônica Q-sepharose mostra a separação cromatográfrca em SDS—

PAGE das proteínasMRJPl,MRJP2 e MIRJP3s. Neste experimento observar—se a formação
de prováveis oligômeros da MRJPI em quase todas as amostras eluidas da coluna, bem
com o isolamento parcial dessa proteína em concentração mais elevada de NaCl, quando
consideramos que esta coluna foi eluída com gradiente de 200—500mM NaCl (Figura 06).

Em resina de troca iônica negativa SP-sepharose observa-se o fracionamento
cromatográfico, através de SDS—PAGE, das proteínas MRJPI, MRJP3s e MRJPS (Figura
07). Nesta cromatografia também é possível observar a formação de oligômeros daMRJPI.

O ensaio cromatográfrco em resina de troca iônica com carga elétrica negativa
Fosfocelulose mostra em SDS—PAGE (Figura 08 e 09), o fracionamento das proteínas da
GR. Esta resina apresentou o resultado mais satisfatório dentre os ensaios cromatográfrcos
realizados, podendo ser observado o fracionamento de todas as proteínas da família das
MRJPs.
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Figura 05: Fracionamento das principais proteínas da geléia real (MRJPs)
pela cromatografia de troca catiônica em coluna de DEAE-SEPHAROSE©.

A Figura mostra o perfil de proteínas separados por eletroforese (SDS-PAGE) em
gel de gradiente de 5-16% de poliacrilamida, corados com Coomasie Brilant Blue R-250.
A p ista (A) contém a mostra de geléia real aplicada na coluna, a pista V a fração de

proteínas que não ligaram na coluna, a pista L as proteínas que foram lavadas da coluna. A
eluição da coluna foi feita com gradiente de força iônica usando o tampão de eluição com
200 a 500 mM de NaCl. As pistas assim indicadas contem as frações protéicas eluidas da
coluna. A pista P indica o padrão de peso molecular 6H. As bandas indicadas referem—se a
proteínas do tipoMRJPl e MRJP3s.
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Figura 06: Fracionamento das principais proteínas da geléia real (MRJPs)
pela cromatografia de troca catiônica em coluna de Q-SEPHAROSE©.

A Figura mostra o perfil de proteínas separados por eletroforese (SDS-PAGE) em
gel de gradiente de 5-16% de poliacrilamida,corado corn Coomasie Brilliant Blue. A pista
(A) contém amostra de geléia real aplicada na coluna, a pista V a fração de proteínas que
não ligaram na coluna, a pista L as proteínas que foram lavadas da coluna. A eluição da
coluna foi feita com gradiente de força iônica usando o tampão de eluição com 200 a 500

mM de NaCl. As pistas assim indicadas contem as frações protéicas eluidas da coluna. A

pista P indica o padrão de peso molecular 6H. As bandas indicadas referem-se a proteínas

MRJPl, MRJP2 e MRJP3s. A chave representa bandas de prováveis oligômeros da

MRJPl conforme descrito em SIMÚTH (2001).
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Figura 07: Fracionamento das principais proteínas da geléia real (MRJPs)
pela cromatografia de troca aniônica em coluna de SP-SEPHAROSEºª.

A Figura mostra o perfil de proteínas 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 fração de proteínas que
não ligaram na coluna, a pista L as proteínas que foram lavadas da coluna. A eluição da
coluna foi feita com gradiente de força iônica usando o tampão de eluição com 200 aSOO

mM de NaCl. As pistas assim indicadas contem as frações protéicas eluidas da coluna. A
pista P indica o padrão de peso molecular 6H. As bandas indicadas referem-se a proteínas
MRJP1,MRJP3 e MRJPS. A chave representa bandas de prováveis oligômeros da
MRJPl conforme descrito em SIMÚTH (2001).
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Figura 08: Fracionamento das principais proteínas da geléia real (MRJPs)

pela cromatografia de troca aniônica em coluna de FOSFOCELULOSE.

A Figura mostra o perfil de proteínas 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 fração de proteínas que
não ligaram na coluna, a pista L as proteínas que foram lavadas da coluna. A eluição da

coluna foi feita com gradiente de força iônica usando o tampão de eluição com 200 a 500

mM de NaCl. As pistas indicadas com El — E7 contêm as frações protéicas eluidas da

coluna. As bandas indicadas referem-se a proteínasMRJPl,MRJP2 e MRJP3s. As outras

bandas indicadas como oligômeros representam prováveis oligômeros da MRJPI

conforme descrito em SIMÚTH (2001).
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Figura 09: Perfil de proteínas 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 proteínas separados por eletroforese
(SDS-PAGE) em gel de gradiente de 5— 22% de p oliacrilamida, c orado c om C oomasie
Brilliant Blue. A pista (A) contém amostra de geléia real aplicada na coluna, a pista V a
fração de proteínas que não ligaram na coluna, a pista L as proteínas que foram lavadas da
coluna. A eluição da coluna foi feita com gradiente de força iônica usando o tampão de
eluição com 200 e 500 mM de NaCl. As pistas indicadas com números de 1-10 contem as
frações protéicas eluidas da coluna. As bandas indicadas referem-se & proteínas MRJPs l-
5. Os painéis B-F representam detalhes do mesmo gel para marcação das MRJPS
individualmente.
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4. 3- Caracterização imunológica da geléia real:

Os animais inoculados com GR produziram anticorpos contra as proteínas deste

apiterápico. Isto pode ser evidenciado pelo Teste de ELISA o qual revelou para

camundongo uma absorvância maior do soro pós-imune se comparado com o soro pré-

imune. Já no soro de coelho essa diferença foi de 20 vezes superior a leitura do soro pós

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 proteínas MRJPl e MRJP3

(Figura 12). A purificação das IgG de coelho ainda está em andamento.
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Figura 9: Ensaio de imunoblotting com soro de camundongos pós-imunização
com as proteínas da geléia real, revelados por fosfatase alcalina com NBT/BCIP.

O ensaio consistiu em sondar com os anticorpos pós-imune as proteínas principais
da geléia real imobilizada em nitrocelulase por incubação direta com a membrana (1) ou
filtração através da membrana (2). As pistas A-C indicam repetições da mesma amostra
aplicada na eletroforese. As bandas indicadas com MRJPs referem-se as principais
proteínas da geléia real. O padrão de peso molecular (não mostrado) refere-se ao padrão
pré-colorido de alto peso molecular ( SDS-7B, SIGMA).
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Figura 10 : Ensaio de imunoblotting sondando as proteínas da geléia real
imobilizada em nitrocelulase com soro de coelho dos animais (1 e 2) imunizados com
as proteínas solúveis da geléia real e revelados em fosfatase com NBT/BCIP (A)

indica o soro pré-imune e (B) o soro pós-imune retirado após o protocolo de

imunização descrito em material e métodos.
As bandas indicadas com MRJPs referem-se as principais proteínas da geléia real

reconhecidas so'ro imune. O padrão de peso molecular (não mostrado) refere-se ao padrão

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

A purificação de anti-MRJPI e anti-MRJP3 foi feita a partir da incubação do soro
pós-imune de camundongo com as bandas correspondentes a MRJPl e MRJP3 separada
por eletroforese e cortada da membrana de nitrocelulose de acordo com referência do
padrão de peso molecular pré—colorido ( SDS-7B, SIGMA) e o protocolo descrito em
Material e Métodos. As bandas indicadasMRJPl E MRJP3s foram reconhecidas pelos dois
anticorpos. A banda indicada como oligômero refere-se ao complexo formado pela MRJPl
e reconhecido pelo anticorpo específico.
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5- DISCUSSÃO:

A GR de Apis mellifera, produzida pela glândula hipofaringeal das operárias é um

composto altamente protéico (Albert et al., 1999a & Schimitzová et al., 1998). Isto pode

ser evidenciado pelo perfil SDS-PAGE das proteínas deste apiterápico, que por estarem

muito concentradas, mostra um araste nas bandas o que dificulta a visualização e definição

de cada proteína. Geralmente isso acontece porque se aplicou uma grande quantidade de

proteínas, que ainda não sofreram nenhum processo de separação, como a centrifugação.

Algumas proteínas têm tendência a formar oligômeros que no caso da proteína

MRJPl, formando um complexo de alto peso molecular que é resistente a eletroforese em

condição desnaturante. Isto acontece provavelmente porque os métodos de preparação das

GR fazem com que as proteínas precipitem e se agreguem tornando-se insolúveis (Simúth,
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2001). Neste trabalho a formação desse oligômeros também nas resinas Q-sepharose, SP—

sepharose e Fosfocelulose.

Nos ensaios cromatograficos foram obtidos resultados importantes como o

fracionamento quase completo das MRJPs alcançado na resina de Fosfocelulose, a qual

apresentou o melhor fracionamento destas proteínas. Já entre as resinas de carga positiva o

melhor fracionamento foi obtido pelas resinas DEAE-sepharose e Q-sepharose, verificou-

se o isolamento parcial daMRJPl.
A MRJPl, provavelmente uma das mais importantes e abundantes dentre as

MRJPs e stando p resente e m qua se todas a s amostras de eletroforese e stá r elacionada a
diversas funções fisiológicas na abelha, ainda desconhecidas, além de já ter sido localizada
no corpos de cogumelo, que representam o centro de apredizagem e memória das abelhas,

no cérebro de forrageiras ( Kaludiny et al., l994a, Kucharski et al., 1998 e Albert et al.,

199%).

As proteínas polimórficas MRJP3 e MRJPS, as quais apareceram em

cromatografadas em várias resinas, estão relacionadas com funções nutricionais na abelha

(Schimiitzová et al., 1998).
Ainda é necessário investigar mais o comportamento cromatográfico das MRJP3

de GR, para tanto sugere-se fazer a associação de resinas de troca iô nica c om o argas
diferentes, como por exemplo aplicar o void da DEAE-sepharose na Fosfocelulose.

Com a purificação das proteínas da GR pode-se determinar quais os princípios

bioquímicos responsáveis pela diferenciação da rainha, bem como pela sua fertilidade e

longevidade; o que poderá ser usado na indústria para a fabricação de substâncias que
atuem contra o envelhecimento. Já a determinação das proteínas da GR que apresentam
uma atividade imunomodulatória, pode ser útil para a fabricação de uma substância que vai

prevenir ou curar a reação alérgica provocada por algum produto apiterápico ou até mesmo

pelo veneno da abelha. A GR é 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 realização deste trabalho não pode
determinar a atividade imunomodulatória da GR, sendo uma ferramenta básica para o

aprofundamento e determinação desta atividade.
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Muitas das propriedades terapêuticas da GR ainda não foram bioquímicamente

esclarecidas, por isso a purificação de anticorpos contra as proteínas MRJPs toma—se uma

importante ferramenta para o esclarecimento destas propriedades, além de contribuir para o

estudo do nível de degradação da GR através da técnica de wesrten-blot.

A inoculação de GR em camundongos e coelhos foi importante para a produção

de anticorpos contra as proteínas da GR, a qual possibilitou a purificação do anticorpo

contra algumas proteínas da GR. Com os anticorpos purificados é possível fazer

imunolocalizações e ensaios de proliferação celular, contribuindo para a caracterização

imunológica deste composto alimentar, com isto pode-se esclarecer qual é o papel da GR

na manifestação clínica de alergias ou de problemas respiratórios. A princípio já se sabe

que as proteínas de 55 a 47kDa são alergênicas, quando associadas a outras alergias

ambientais, entretanto ainda não se sabe como essas proteínas atuam (Leung et al., l997b).

A partir da purificação dos anticorpos contra as MRJPs um próximo passo

importante são os ensaios de imunolocalização destas proteinas no cérebro e na glândula

hipofaringeal de Apis mellifera.
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6- CONCLUSÃO:

As proteínas da GR são facilmente degradadas em alta temperatura ou quando

mal acondicionadas, sendo que a proteína de 57kDa, apresenta-se com um marcador do

nível da degradação da GR, o que compromete a atividade biológica deste apiterápico.

A MRJPi foi parcialmente isolada através das resinas de cromatografia de troca

iônica DEAE-sepharose e Q-sepharose, com carga elétrica positiva. Nas resinas Q-

sepharose, SP-sepharose e Fosfocelulose ocorre a formação de oligômeros. A resina

Fosfocelulose apresentou um perfil mais satisfatório de separação das MRIPs.

Os camundongos e coelhos inoculados com a GR, produziram anticorpos que

foram purificados contra as MRJPs. Já a purificação dos anticorpos contra as MRJPs

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