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Resumo

fs abelhas africanizadas ( Apis melliferas ) opreaeatam
um comportamento de defesa  da colAnia miite oficients)
respondendo agressivamente a qualaquer per tin bacin ane poaans
significar umA AMEAGA para A EXRE e 1Ang A Feeon
caracteristica tem provocado muites acidente~, inclo=ive com
vitina=s fatais.0 efeito do veneno & baztante complexo Aoy rdn
aos =eus diferentes componentes, principalmente nroteinas e
peptideos, sendo portanto nereacirio isolar e caractsrizar
cada um desses componentes individualmente para um melhot
entendimento de seu mecanismo  Ade  acRe. 830 ahirstivns  do
nosso  trabalho: optimizar as condigfes para ohtengia  do
veneno de Apis mellifera, decenvolver metodnlogia para =euy
fracionamento e caracterizar suas fragdes do ponto de vista
estrutural e funcional. 0 veneno utilizado neste trabalho
foi coletado em nosso laboratério, através de estimulacoes
elétrica = armazenado em frascos escurrne nn rongelador.
Inicialmente o veneno bruto (VB) foi diasolvido em «nlugdo
de NaCl a 0.9% (salina) e a dosagem de proteinas raalijzada
pelo método do microbiureto, obtendo-se uma concentiagio de
4,6 mg/ml. Para a atividade hemorragica, 100 ug d= VB =m O, 1
ml de salina foram injetades por via subcutianea no dor=o de
camundongo de aproximadamente 20 g. Apds 5 hor s oS animais
foram <acrificados, as peles removidas e a piesenga da halos
hemorragicos n3do foi observada na parte interna da pele..

NOSS0S ensaios também demostraram que o VB NXO aptecenton



atividade coagulante. A atividade fa=falinid=ica fri
determinada por titulagio potenciométrica dne Acidos graxns
liberados enzimaticamente com solugio de NanNH, utilizandn—<ce
gema de ovo como substrato e encontrou se que o VR
apresentou uma atividade especifica de 175 unidades/mqg,
correspondente a uma média de 02?2 ensaios. A atividade
anticoagulante foi determinada pelo tempo de recalcificac3o
do plasma humano, a 3700_ Nossos resultados mostraram que o
VB tornou o plasma 1ncoaguldivel. Também foil estudado o
efeito do VB sobre hemacias humanas, onde verificou-ze que o
meamo causou hemdlise direta. Fata hemdlise se dia devido a
presenca da melitina, o principal componente do veneno de
abelhas. Seqguindo com © no<sso trabalho, realizamns  um
fracionamento de 58 mg do VB por filtragcio em gel de
Sephadex G~25, com a obtenc3io de um Unico de nbteng3n a 280
nm, o qual se mostrou com atividade fosfolipasica e
hemolitica. Finalmente, iniciamos um fracinnamento de 103 mg
do VB, por cromatografia de troca i6nica em gel de &P
Sephadex C-25 com a obten¢3io de cinco picos principais de
absorbincia a 280 nm, que foram denominados Ny, a Agq
respectivamente, e cinco picos  menoares. A abtividare
fosfolipasica foi observada nos picns nl, N 2 N, 0 aue
sugere a presenga de trés isoformas  deena esnzimal N
atividade hemolitica direta nio fol encontrada em nenhouma
das fragBes até agora. JA a atividade anticoagulante foj
realizada sob duas formas: com o plasma pobre & 1 ico em

plaquetas. Nossos testes demonstraram aque as fracies 0, N,



e NAg tornaram, tanto o plasma pobre aquantn o rico,
incoagulavel, enquanto que para o en<saio rico em plaqguetas,
Az e A4 mostraram que o tempo de recalcificagdo foi de
aproximadamente o dobro daquele realizado com um controle

(plasma + salina).
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As abelhas africanizadas (Apis mellifera) apreseontam um
comportamento de de fesa da coldnia mui to eficiente
respondendo agressivamente a qualquer petbinbac3ao que pns=a
significar uma ameagca para a sua colfinia. F==a rcarater i=tica
tem provocado muitos acidentex, inclucive com vitimas fatais
(BRANDEBRURGO, 1992). A secreg¢io de feromdnio= é conciderada
um dos principais estimulos aque indur a easa atitode
agressiva entre as abelhas operarias (GARY, 1771).

A maioria dos inimigos das abelhas meliferas =30 os
insetos, muitos dos quais <30 da meema ordem, HimendAptera e
Lepidoptera, incluindo formigas, wvespas e, naturalmente,
abelhas meliferas de diferentes coldnias, as quais <s3do
identificadas pelo cheiro. Uma dnica ferroada contém uma
pequena quantidade de veneno, mas que pode <er letal a uma
grande variedade de invertebrados. Para o homem, a picada de
abelha é uma experié&ncia desconfortavel, mas em geral nAo
acarreta maiores complicagdes até mesmo depois de ter <ido
picado por 10 a 20 abelhas.

Apesar do desconforto de uma Onica (ou algumas)
ferroadas, um potencial terap8utico tem sido atribuido para
o veneno de abelhas, particularmente para condicoes
reumaticas e artriticas. 0 veneno tem sido utilizado em
aplicagBes terap8uticas desde a antiguidade, com preparagdes
de diferentes espécies de abelhas, sendo utilizado para o
tratamento de dor de dente, pedras nos rins, doenga nos
olhos e gota. A Tapiterapia” como é denominada, é& ainda

praticada em vArias partes do mundo, particularmente no



laste FEuropeu, mas uma Jucstificativa rientifica para  a
eficicia de taie terapias é ainda carente, ape-ar  de
numerosons ecforgos para identifica: Al compnnent as
farmacologicamente ativos do veneno.

Fatudos da composicio do venenn de  ahnlhas o Aasg
propriedades individuais dos componentes d3io um entendimento
da origem do desconforto da ferroada mas n3n, infelizmente,

uma compreensio das propriedades terapfuticas aparentes |

Origem do veneno e método de coleta

As glandulas de veneno comegam a funcionar logo apds o
aparecimento da fase adulta das abelhas operarias , sendo
detectadas depois de trés dias (PURSLEY, 1973) com © maximo
de produc3io depois de duas a trés semanas (KAISER e MICHL,
1958). A producio de veneno é completa dentro das duas
primeiras semanas e entio as glindulas comegam a degenerar
nas abelhas mais velhas (OWEN e BRAIDWOOD, 1974) . Ndo s6 a
idade afeta a composi¢io do veneno mas também fatores
relacionados com as estagSes do ano. No geral a quantidade
de veneno das abelhas operdrias é maior durante o= dias de
verdo , quando ha um aumento das atividades da colméia . N
sintese dos diferentes componentes do veneno de abelhas nXo
alcancam o maximo de =suas produgfes =imultaneamente (OWFN e
BRATDWNOD,1974) . Uma situagio diferente evi=ste com a abelha
rainha, sua maxima produgio de veneno ocorre Jogn Aapns A «ua

eclos3o. Tsso se da devido a necessidade do venmnn para o



uso em batalhas com outras abelhas rainhas rivni=s | para
garantir a supremacia da sua coldnia (RACHMAYFR et al |
1972)

A quantidade de veneno presente em abelhas opARrarias

tem sido eatimada ser entre 3 ~ 4 pul. € dificil obter todo o
veneno de um dnico individuo e somente cerca de 0,5 - 1,0 pl
do veneno pode ser extraido. 0 veneno de  abelhas é

constituido de 88% de agua (0O CONNON, 1778) e desse modo
somente 0.1 ug do veneno seco pode ser extraido de cada
abelha. £ necessario cerca de 10.000 abelhas para produzir
1,0 mg de veneno cristalizado.

As técnicas ja desenvolvidas para a obteng3o do veneno
compreendem a desseca¢io de todo o aparelhn de veneno ou
aplicag3io de press3o no abdbmen, a qual resul ta no
aparecimento de uma gota na ponta do ferrio. Entretanto,
para grandes quantidades de veneno, um métodn elétrico de
extracio foi desenvolvido por BENTON e MORSE (1966). As
abelhas ao serem estimuladas por dexcargas elétricas ferrnam
uma pelicula de plastico deixando depositado na =uper ficie
inferior da mesma goticulas do venenn 1iquidn, e
cristaliza alguns minutos depois. 0 veneno, Auando
secretado, é um liquido incolor e quando criatalizade torna-
se um cristal de cor amarelo palha. Algima< pieparacies
comerciais s3%0 marrons devido a foto-ovidacin dn frintofann
das cadejias laterais das proteinas  do  vensnn {RANY. &
SHIPOLINI, 1986). Tal material ndo é& ideral para o et udn

binquimico e farmacologico



Puri ficagc3o dos componentes ativos presentes no

veneno de abelhas:

0 fracionamento do veneno é mais freqgientemente
indicado para o) isolamento de alguns componentes
particulares com atividades bioldgicas especificas . Esta
pratica é adequada se hid um interesse especial em um ou em
outro componente . Se , por um lado , os efeitos biolégicos
do veneno bruto s3io importantes, por outro, sua purificag3o
permite caracterizar suas fragdes do ponto de vista
estrutural e funcional .

0 veneno & composto por vArios componentes, muitos dos
quais s3o peptideos e proteinas. £ possivel separar esses
componentes uns dos outros fazendo o uso de zuas diferentes
propriedades fisicas e quimicas, a zaber, tamanho (o qual
estid relacionado com o peso malecular), carga (uma proteina
pode ser positivamente ou negativamente carreqgada) e
hidrofobicidade (uma medida de afinidade com A Agua). €
possivel construir colunas da materiais aque poessam <Separar
os componentes segundo cada uma destas ptoptiedade=. F=sse €
um procedimento comumente usado em  bioaquimira  para A
obtencio dos componentes puros do venenn (6N NIFE ot Al

1976) .
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Propriedades das proteinas e peptideos do veneon de

abelhas:

Re<posta alérgica:

Os constituintes de alto peso meolecular, hialuronidase
e fosfolipase, <30 capazes de iniciar uma forte reaposta
imune (KING et al, 19276). £ provavel que e«sas proteinas

ejam responsaveis pela hipersensibilidade Ao Alauns

A

ot s

ndividuos. 0O principal componente do venenn de abelhac 2
melitina, & um fraco alérgeno.

Uma pequena minoria de pesscas desenvolvem umn =éria
hipersensibilidade ao veneno. Existem casos em qQue uma nica
ferroada pode provocar um quadro de envenenamento, o Al
pode resultar em morte devido ao choque anafilatico
(hipersensibilidade) (RICHES . 1982) . Inicialmente o
inchago local torna-se extensivo e com «ubsaqientes
ferroadas torna-se mais difundido , eventualmente <sendo
acompanhado por nauseas |, erupcio da pele e dificuldades
respiratdérias . Tais pessoas com es<as reactes desenpvolvem
grande quantidade de anticorpns IgF e relativaments pouca

quantidade de IgG (MULIFR et al., 1972).



Hialuronidase:

Hialuronidase & uma enzima que hidioliea um polimero
viscoso, o Aacido hialurdnico, em Ffragmentrn= n¥e viaresos
contendo principalmente cecqies de eprraty A ey
unidades. (BARKFR et al, 1943). 0O Acidn hialtnédniea &
soalho das substincias dos tecidos, ele tem 2 piopriedade de
manter as células unidas. Quiandn At i dn rela
hialuronidase, os espagos entire as célulaz <e tornam n3o
viscosos e portanto facilitam a penstracIe  do=  outros
componentes do veneno de abelhas. for  es=2a  razin A
hialuronidase é& denominada de "fator de difusin” . Fla & o
maior componente do veneno de abelhas , feu peso mnlecular é
de 41.000 (KENENEY , 1984) . Sua atividade Atima esta em pH
em torno de 4,0 a 5,0 , que é& o pH Htimo do  veneno
(HABERMANN | 1957) . A quantidade de hialuronidéqe no veneno
de abelha rainha é muito menor que o das abelhas operarias
(OWEN, 1977).

0 principal interesse na hialuronidase do veneno de

abelhas estd na sua associagio com a hiper<eensibilidade e na

ocorréncia de choque anafilAtico.



Fosfolipase A2:

0o termo fosfolipase n? se refere a uma classe de

enzimas que catalisa a hidrélise de residuos de Acidos

graxos provenientes de lecitina e substratos cimilares. A

enzima & encontrada em venenos de serpentes abelhas |,

escorpiGes e em vaArios tecidos de mami feros

Sua sequéncia primaria é constituida por uma cadeia

simples de potipeptideo formada por 128 reasiduos de

aminoacidos (SHTPOLINI et al, 1979), apresentando 1igag¢gdes

cruzadas potr quatro pontes de dissul feto. A porgio de

carboidratos esta ligada na posigao 13.

A massa molecular calculada €& de 14.555, aumentando

para 15.800 quando A porcio de carboidratos é incluida no

polipeptideo. 0= altos valtores aparentes =230 encontrados em

gel de filtrag3o (17.500) € analise de vl tracentt i fugagido

(38.500), precumivelmente devirdo aos efeitns dos componentes

de carboi dratos no tamanho Apad ente Pm "0l neXo  Aaquosa e

dimerizacio em altas concentracgies. N mrlécula como o um tndo

é carregada pocsitivamentp, com tm ponto isoclétt e Al 105

A enzima quando 1iofilizada e congelada & m=tAvel ~ pode et

armazenada por  VArins o anos apm  petda muhatancial e

atividade.

A fosfolipase Ap destroi um dos principai=  bhlocos

constituintes de todas as membir anAas rinlAgicas, NS

fosfolipideos. A enzima converte a farma cilindrica dns

fosfolipideos em moléculas em forma de cone. n fn=folipa=e



do veneno de abelhas & a fosfolipase maie ativa conhecida
(SHIPOLINI et al ,1971). E mais ativa aque a= fonafolipase= de
serpentes ou fosfolipase de pPANCt eAS A mami faros,
Diferentemente da enzima pancreatica, a enrima do venenn de
abelhas pode penetrar nas membhranas o ent3n de~ti1ai Yas. A
eficiéncia das fosfolipa<e em 1isal as célnl as é
marcantemente aumentada pela presenca da  melitina, n
principal componente do veneno de abelhas (VNGT et  Aal,
1970).

A fosfolipase N2 & importante clinicamente por <er o
principal componente alérgeno do veneno total de abhalhas. A
alergia ao veneno & um exemplo extremo do tipo imediato de
hipersensibilidade que pode fatal (BARNARD, 1973).

Acredita-se que a PLA? tem um importante papel na
patologia de varias doengas inflamatorias, incluindo
pancreatite aguda (NEVALATNEN, 19R0, 1988) e choque séptico
(VADAS e PRUZIANSKI, 1986). VArins modelos "in wvivo" foram
usados para testar a toxicidade da PLAZ. (PRUIANSKT et al._,
1986 ; BOMALASKTI et al., 19791 ; MARSH e WHALFER, 1980).
MARTIKAIN e col. (1993) ectudaram o efeito da towircidade de
PLASZ de diversas origem. Somente a PLA? de cobra apresentou
efeitos toxicos direto em cultura de células MCF 7. Ax PLAs?
de outras serpentes, abelhas e de pAncreas humann nRo
apresentaram efeitos toxicos. A possivel toxicidade dessas
PLAS? "in vivo" requer adigdn de oittrns fatmres para  a

atividade catalitica da PLN2.



Melitina:

£ um polipeptideo que representa cerca de 50% do venenn
de abelhas (peso seco). Ele é um detergente natin 2l contendo
2¢ residuose de aminoAcidoes (HARFRMANN., 1947)Y, ecnm  par te
predominantemente hidrofobica em N-terminal e reaiduns
hidrofilicos em C-terminal. A molécula po==ui duas funcdes
principais: a 1lise de membranas lipidicas, natural ou
artificial (DUFOURE et al., 1986) e age <inergi=ticamente
com a PLA? do veneno de abelhas, aumentando a potencialidade
dessa enzima. Fla rossui propriedades curfactantes e
anticoagulonte (OUYANG et al., 1979). A molécula diminua a
tens3o cuperficial da Aagua (HABERMANN, 1958) e mostra uma
tendé&ncia de agregar-se em so0lugdao aquosa assumindo forma de
tetramero (HABERMANN e REIZ, 1965). A massa molecular da
melitina é de 2840, mas seu peso molecular, determinado por
anadlise de ultra centrifugaglio, é de 12500 (GANDIF et al.,
1976), o qual é condizente com a forma tetramérica em
solug3o aquosa concentrada com elevada forga iGnica
(condig¢io usada na ultra centrifugagio). F=tA claro que em
baixa concentragd3n e baixa forga i6nica ~a moléoula €
monomérica. N3o somente a alta concentragico 1i8nica favarece
a formag3oc de tetramero, mas fosfato e ontros ion=  em
soluc3o t8m sido descritos estabilizar a forms tebr américa
(DRAKE e HIDER, 1979) com o jion foafato =endn mai~ e bk ian
Estudos realizados por BEILO e col. (17292) &m mec-trado gqoe

a conformacio monomérica da melitina & infloeacs be porda ndt,



com alto Pt 1nduzindn A Frpmyc 3o A ST AT e ~
favorecendn a agregagio.

Mui to= estudo= foram realizadm= com o Antoibn in  =~p
peclarerer n mecaniaemn de aAac¥n 1itica da melitinag ~abre A=
hemacias, a =aber: =m a hemdli=ze ¢ canaada pela melitina
monoméarica ., tetramérica ou por ambaa . KNOPPFL 2 col. f17279)
~ngerin que a diepe~igin tetramérica, formada por 1igacao
cruzada por reagXo com dimetilsuberamidato, era um agente em
potencizl de lise, assim como o peptideo nativo. Segundo DE
BONY e col. (1979) o tetramero <e liga a micelas lipidicas
da membrana. HARERMANN encontrou que o0 tampan fosfato,
particularmente em altas concentragBes (10 ug m1 1Y, aumenta
a atividade superficial da melitina sem alterar a atividade
litica desse peptideo (HABERMANN e KOWALLFK, 1970). HIDER
(1983) relatou que a forma tetramérica n3n é litica, tendo
mostrado que a hemdlise n3o ocorre em presenca des Aaltas
concentragdes de fosfato (0.5 M). Fntretanto, ele confirmou
o= achados de KNOPPEL que a melitina tetramérica, por
ligag3o cruzada com reagentes especificos, era tAo litica
quanto a sua forma nativa, em 2alina dentinica, mas A
atividade litica da melitina em 1ligaglo cruzada N3N era
reduzida por altas concentragies de fa=fato. HINDFR
interpretou essas obzervactes sugerindn que n taty 3met o em
ligag30 cruzada poderia ser um agregadn maia  forte  que
aquele presente na forma tetramérica nativa

Quanto A utilizacio decte peptiden comn instrimento de

pesquisa, podemos citar o trabalho de SMITH et al . (198R)



que observou que a melitina pode desestabilizar a membrana
de células em cultura, permitindo que o0s nticleos <ejam
isolados com a membrana nuclear intacta e alta reatividade
transcriptacional. Também é conhecido (GERST e SnALOMON,
1987) o efeito antagonista da melitina sobre a calmodnlina,
um mediador envolvido na regulagio e ligagio do cilcio as
proteinas do organismo. HAIT e col. (1985) verificaram que a
melitina inibe o crescimento de células leucémicas, devido a
seu efeito inibidor sobre a calmodulina. Segundo PIPPIA e
col. (1989) a melitina é capaz de ectimular a tran=formacio

de células neoplasicas de tumores em ratos.

Apamina:

£ o menor peptideo constituinte do veneno, =fru peso
molecular é& 2.000, e representa cerrca de 2% do venenn total.
Uma maior atengdo tem <sido dirigida a es<e peptideo no que
diz respeito aos aspectos farmacolagicos, a partit do
momento que ele passou a ser associado 2~ atividade dn
sistema nervoso central.

A sequéncia de aminoAacidos Bk apamina, 1N
octadecapeptideo, foi determinada independentements em doi<
laboratérios (HAUX et al., 1967; SHIPDLTINT et al., 1967),
com o0s trabalhos ingleses mostrando em - terminal A
histidina e malis tarde estabelecendo a posigia da= pontes
dissulfeto.

A apamina n3Xo é 1litica e n3o afeta grande nmero de



células de mamiferos. Entretanto, ela exerce influéncia em
algumas membranas pos-sindpticas do sistema nervoso central
e periférico (JENKINSON, 1981) . Asaim como mui tas
neurotoxinas encontradas no veneno de serpentes, a apamina
se liga com alta afinidade A receptores especificos como o
canal de K+ dependente de Ca+2, em tecidos nervosos
(LAZDUNSKI, 1983).

A apamina bloqueia muitos dos efeitos inibitdérions de
hiperpolarizag¢do incluindo alfa-adrendrgico, colinérgico e
purinérgico. Sob condi¢Ces normais, na presenca de
adrenalina, por exemplo, o0 canal de potissio se abre
resultando no efluxo de K' levando a transformagcio do
potencial de membrana. Na presen¢ga de apamina, esse canal é
bloqueado e portanto o horménio n3o pode concluir  sua

resposta. 0 canal de Kt dependente de cat?

tem um importante
papel na atividade repetitiva em neurdnios de vertebrados e
invertebrados (MEECH, 1978). A apamina blequeia tais
atividades.

Recentemente DEFENDINI e col. (1990) demonstraram que
uma forte resposta imune policlonal pode ocorrer em coelhos

apés a injeg¢3o de apamina livre ou associada a snroalbobina

bovina.

z




MCD-peptideo:

H4 muito tempo jA se sabe que a histamina & o principal
agente na resposta para a picada de abelhas, o vermelhid3o,
inchago e dor local é tipico de resposta mediada por
histamina. 0 veneno de abelhas contem uma pequena quantidade
de histamina para ser o maior contribuinte dessa resposta
alérgica (MARKOVIK e REXOVA, 1963), mas a fosfolipase e a
melitina, <separada ou juntas, causam a liberagdo da
histamina da pele por efeito citolitico. Ainda, sobre o
efeito citolitico, outro componente do veneno de abelhas fol
reconhecido por FREDHOLM (1966) como um pntente degranulador
de mastécitos, que €&, um agente que induz a liberagio de
histamina proveniente dos granulos das cAlulas de
mastécitos, na qual ela esta armazenada. 0O peptideno foi
primeiro isolado por BREITHAUPT e HABERMANY, (1748). Sua
ac3o nos mastécitos da pele é sugerida pot HTIGGFNROTHAM e
KARNELLA (1971) ser benéfica sendo que A heparina, que
também €& 1liberada na degranulacio de ma=técitos, pode
complexar com as proteinas basicas do veneno e neutraliza o
seuy efeito téxico.

Fese peptideo tem mostrado possuir propriedades

antiinflamatérias em ratos (BILLINGHAM et al.. 1973).



Outros peptideos (secapina, tertiapina, procamina):

HA muitos outros peptideos encontrados no veneno de
abelhas, muitos dos quais tém sido bem caracterizado. Alguns
deles n3o s3o encontrados em todas as amostras do veneno e
sua presenga, portanto, varia com a raga ou subespécie de
Apis mellifera. A secapina contem 25 aminoAcidos e uma ponte
dissul feto (GAULDIE et al., 1976; VIASAK et al_, 19R84). Ela
possui baixa toxicidade para os mamiferos e ainda pode estar
presente no veneno em niveis acima de 2 %. A tertiapina
possui 21 aminocidcidos e duas pontes dissulfeto (GAMIEDTE et
al., 1976; OVCHINNIKOV ET AlL., 1980). A posigio deasa ponte
dissul feto €& tal que essa moléacula forma uma e<strutura
tridimensional similar & da apamina e peptiden MDC. Assim
como a secapina, essa molécula é relativamente n3n toxica
para os mamiferos . Seu modo de ac3o ainda n3o estid claro,
mas ela tem sido descrita possuir atividade pré-sindptica
(OVCHINNTKOV et al., 1980). Outros peptideos que =30
homélogos 3 apamina té&m sido isolados do venenn de abelhas
meli feras europdias. 0 mecanismo de ag3o desses componentes
continua sob investigagio (DOTIMAS, 1986). Uma <érie de
peptideos menores , a procamina, a qual possui 5 residuos de
aminodcidos tem sido isolado do veneno de abelhas meliferas
canadenses (PECK e O°CONNOR. 1974), mas n3io em européias
{BANKS e SHIPOLINT, 198¢). Esses peptideos possuem
caracteristica uUnica de uma histamina em C-terminal. Tal

como a secapina e a tertiapina essas moléculas possuem baixa
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toxicidade para os mamiferos.

Muitos di e tripeptideos estio presentes no veneno e
juntos eles totalizam mais de 15 % do seu peso =e,co (RFXOVA
e MARKOVIC, 1963). Muitas toxinas, incluindo a melitina., <3o
secretadas pela glandula na forma de pro-tovina inativa
(kreil, 1981). As pro-toxinas geralmente contém de 10-20
residuos de aminoicidos a mais am N-terminal. Quando ecce
precursor é clivado a completa atividade da toxina & criada.
Alguns desses pequenos peptideos encontrados no  veneno

correspondem 3 parte da pro-seg¢io da toxina secretada.

0 uso dos componentes ativos do veneno de abelhas

em biologia molecular e farmacologia:

Muitos dos polipeptideos presentes no veneno de abelhas
s30 moléculas compactadas fortemente, ricas em ligagSes de
dissul feto. Devido ao seu tamanho relativamente pequeno,
eles tém um consideravel potencial a ser estudado
detalhadamente. De fato, os peptideos do veneno de abelhas
est3o sendo comumente utilizados no estudo de cilculos de
energia (FREMAN et al., 1986), estudo de ressonancia
magnética nuclear (WEMMER e KALLENBACK, 1983) e como modelo
para as intera¢Ses de membranas protéicas (TALBOT, 1982).

Quando as proteinas s3o sintetizadas dentro das
células, elas s3o secretadas através da membrana e
espontaneamente se dobram em uma estrutura precisa.

Atualmente, o mecanismo desse processo nio é completamente



conhecido. Tais conhecimentos serFo ferramentas valinsas

para o desenvolvimento da biologia molecular.

Testes Farmacoldgicos:

Alguns componentes do veneno de abelhas s3o capazes de
se ligar especificamente e com alta afinidade A nervos e
membranas musculares, em particular o peptideo MCD (TAYLOR,
1984) e apamina (LAZDUNSKI, 1983). Tais moléculas podem ser
usadas como marcadores especificos em ensalos
farmacolégicos. De fato, alguns aspectos importantes da
farmacologia moderna est3o agora relacionados 3 purificagéo
de toxinas do wveneno da abelhas. FEssas toxinas podem ser
usadas para a localizagao de proteina especificas,
atualmente os receptores de apamina tém sido detectado em

misculos de pacientes que sofrem distrofia mu=cular (RENAUD,

1986)



ITTI— ObjJjetiwvoss:



0 objetivo inicial deste trabalho foi obter o veneno de
abelhas cristalizado, com elevado grau de qualidade e
quantidade suficiente para realizar os fracionamentos. 0O
veneno obtido foi analisado quanto ao perfil protéico
eletroforético e atividades enzimaticas, sendo
posteriormente fracionado e suas fra¢des caracterizadas
individualmente.

Foram testadas diferentes técnicas e condi¢des de
fracionamento, objetivando semptre ecstabelecer uma
metodologia inicial simples e rapida, mas de alta eficacia,
na separac3o das proteinas e peptideos biologicamente ativos

presentes no veneno de Apis mellifera.

{7
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Metodologia



3.1 Obtencio do veneno:

0 veneno utilizado no trabalho foi coletado segundo uma
metodologia inicialmente desenvolvida por BENTON e MORSE
(1966) e aprimorado por BRANDEBURGO (1992), com algumas
modi ficacBes.

0 sistema envolve a instala¢do dentro da colméia de uma
armac3o de madeira sobre a qual fios de ago est3io esticados
em intervalos de 6 mm. Um controlador de tempo dispara uma
descarga elétrica de 8 volts em intervalo intermitente de 10
a 15 segundos. As. abelhas <30 estimuladas por choque
elétrico e ferroam uma pelicula de plastico, Fficando ent3Ao
depositado na superficie inferior da meama o veneno liquido,
o qual alguns minutos depois se cristaliza. 0 venenn & entio
raspado do plastico, ficando armazenado em rercipiente de
vidro escuro no congelador.

O compartimento de coleta é totalmente fechadn, o aque
permite que a opera¢io seja realirada com segiranca ma vez

que este método torna a coldnia bastante agres=iva.




3.2 Fracionamento do veneno bruto de Apis

mellifera:

2.2.1 Filtrac3o em gel de Sephadex G-25:

Foram dissolvidos 58 mg do veneno bruto em 2,0 ml de
solucdo de 4acido acético 0,01 M. A suspensio obtida foi
centrigugada a 3.000 rpm durante 10 minutos. Uma alfaquota de
200 ul foi armazenada para ensaios enzimdticos posteriores e
o restante foi aplicado em uma coluna (3I7x1.3 ecm)  de
Sephadex G-25, equilibrada com a mesma solucgdo. Fracte= de
2,0 ml foram coletadas, num fluxo de 30 ml/hora nom coletor
de fracSes BIO RAD a temperatura ambiente. N ab=orbancia de

cada frag3n coletada foi lida em 2?80 nm no eanartrofotimetrn

BECKMAN .

3.2.2 Filtracd3o em gel de Sephadex G-25:

0 Unico pico obtido da filtrag3o anterior (item 3.2.1)

foi liofilizado e submetido a um segundo fracionamento em
gel de Sephadex G-25 nas mesmas condic8es., porém A =nlugio
de Acido acético 0,01 M foi adicionado uréia 6 M e as

fragBes foram coletadas num volume de 3,0 ml por tubo.



3.2.3 Filtrag3o em gel de Sephadex G~-50:

Cerca de 103 mg do veneno bruto de Apis mellifera foram
suspensos em 1,5 ml de solugio de Acido acético a 2,0 %. A
suspensic obtida foi centrifugada a 3.000 rpm Adurante 10

OC. Aliquotas de 80 ul do sobrenadante 1impido

minutos a 4
foram retirados para dosagem de proteinas. 0 restante desse
sobrenadante foi aplicado a uma coluna de Sephadex n[-50
(37X1,3 cm) equilibrada com a mesma solugio. Fracfes de 2.5
ml/tubo foram coletadas num fluxo de 25,0 ml/hora num
coletor de fragdes BIO RAD a temperatura amhiente. A

absorbincia de cada fracdao coletada foi lida em 280 nm em um

espectrofot8metro BECKMAN.

3.2.4 Cromatografia de troca i1i6nica em gel de SP Sephadex -

25:

3.2.4.1 Preparacdo da resina:

A principio a resina foi preparada segundo a indicagdo
do fabricante. Apds, utilizando-se de um sistema a vacuo em
funil de placa sinterizada, a resina foi reciclada em 5S00 ml
de NaOH 0,1 N, abaixando-se o pH da mesma para 7,0 com
exaustivas lavagens com Agua destilada; repetiu-se a

operag¢io com 500 ml de HCl 0,1 N, ressuspendendo o pH para

7,0 da mesma forma anterior. Finalmente a resina foi

suspensa em tamp3io acetato de ambnio 0,05 M pH: 5.0



3.2.4.2 Fracionamento em gel de 8P Sephadex €-25:

0 material obtido do fracionamento antericr (item
3.2.3) foi reunido e liofilizado. & amostra foi res-cuspensa
em 2,0 ml de tampio acetato de ambnio 0,05 M pH-S, 0,
centrifugado a 4.000 rpm por 10 min em temperatura ambhiente
e aplicado a uma coluna de SP Sephadex C-25 (I7¥1.3 cm)
equilibrada com o mesmo tamp3o. A amostra foi eluida com um
gradiente crescente de concentragio do tamp3io (0,05 M a 2,0
M), e fragdes de 3 ml foram coletadas, num fluxen de 30
ml/hora, num coletor de fragBes BIO RAD. A ab=orbincia de
cadsa fragdo coletada foi lida em 2830 nm, num

espectrofotébmetro BECKMAN.
3.3 Determinagio quantitativa de proteinas:

As dosagens protéicas, em solugdo contendo 0,1 a 2,0 mg
de proteinas, foram realizadas pelo método do microbiureto,
conforme descrito por ITZHAKI e GILL (1964).

A reta padr3o foi construida utilizando-se soroalbumina

¢ 10 mg fonrd

bovina, que apresenta um coeficiente de exting3o /e o em

278nm de 0,666 (DOTY e GEIDUSCHC, 1953).



3.4 Caracterizac¢iao das atividades enzimiaticas:

3.4.1 ntividade fosfolipasica (PLA5):

Ensaio por titulag3o potenciométrica:

Foi realizado segundo o método descrito por DE HNAS e
col. (1968). Como substrato foi utilizado uma emulsFo aquosa
de gema de ovo ( uma gema para 50 ml de sclugio ) em
presenga de desoxicolato de sdédio e ions catt. para o
ensaio, 10 ml da emulsio acima foram diluidos para 30 ml,
sendo a concentrag3o final de desoxicolato de sédio e CaCl,
2,7 x 107° M e 6,0 x 1073 M, respectivamente. 0s 4cidos
graxos liberados enzimaticamente foram titulados com solug3o
padrio de NaOH 0.0935 N em pH=8,0 e temperatura ambiente
(280C)- A atividade fosfolipasica foi expressa em
microequivalentes de base consumida por minuto e a atividade
especifica pelo numero de microequivalentes de bace

consumida por minuto, por miligrama de proteina. Em cada

ensaio foram utilizados 10 ug de proteinas.



3.4_2-Atividade coagulante sobre o plasma humann:

Foi realizada segundo ARANIO (19920), inoculando-<a
carca de 1,0 ug do veneno bruto ou respectivas fracoe=s saobre
200 ul de plasma humano. O pronto aparecimento da rede de

fibrina era indicativo de atividade coagulante.

3.4.3 Atividade anticoagulante:

Esta atividade foi realizada segundo ALVARADO e
GUTIERREZ (1988). Para este ensaio foi preparado
inicialmente o plasma humano rico em plaquetas,
centrifugando-se o sangue a 3.000 rpm durante 10 minutos a
4% . Apbés a separagio do plasma, este foi submetido a uma
nova centrifugacio, 4.000 rpm por 15 minutos a 4°c. Dpessa
forma obteve-se o plasma pobre em plaquetas

0 teste foi realizado com cerca de 1,0 ug do veneno
bruto ou respectivas fra¢des sobre 200 ul de plasma humano
(pobre ou rico em plaguetas) incubado a 57OC por 10 minutos.
A seguir adicionou-se 100 ul de €aClp 0,25 M e o tempo de
recalcificacio era determinado de acordo com um controle,

contendo salina.




3.4.4 Atividade hemorragica:

Esta atividade foi realizada segundo a técnica de=rcrita
por NIKAI et al. (1984). As amostras com cerca de 1000 ug
de veneno bruto eram injetadas num volume de 0.1 ml de
salina por via subcutinea no dorso de camindongo= machos de
20,0 g ligeiramente anestesiados com éter. Apo=s S horas, o<
animais eram sacrificados, as  peles removidas e era
observada a presenga de halos hemorragicos, na face interna

da pele.

2.4.5 Ensaio hemolitico direto:

X2.4.5.1 Teste-1-:

A atividade hemolitica direta do veneno total foi
estimada utilizando-se somente eritrdcitos lavados comforme
descrito por GUTIERREZ e col. (1984). Para o preparo da
suspensio de eritrocitos utilizou-se sangue humano colhido
por puncdo venosa com citrato de sédio a 0,2 % (m/v) como
anticoagulante. -Apos a separacio do plasma por
centrifugacdo, as hemdcias foram lavadas por 3 vezes com
soro fisiolégico tamponado com fosfato de sédio pH=7.,4, 0,01
M (PBS), a 3.000 rpm por 10 minutos. Com o0s eritrdcitos
assim lavados foi preparada uma suspens3o a 2,5 % (v/v) em
PBS. Para o ensaio cerca de 0,5 a 10 ug da amostra, era

adicionada em 0,6 ml de suspensio de eritrocitos,



completando-se seu volume para 3 ml com PBS Mara m cantrole
foi preparado um branco que n3o continha amostra (0% de
hemdlise) e um hemolisado total (100% Ade hremal i=e)
colocando-se Agua destilada no lugar do tamp3n. apde 30
minutos a 3700, os tubos foram centrifugados por 5 minutos

em centrifuga de mesa e as absorbancias dos <=obrenadantes

foram lidas a 540 nm.

3.4.5.2 Teste-2:

Este ensaio foi realizado segundo AZILA e OHTMAN (
1990), com algumas modificag¢des:

As hemacias foram preparadas como descrito no ensaio
anterior (ftem 3.4.5.1). Uma suspens3o de hemicias (3 - 5 %)
foi preparada e padronizada para em hemdlice total,
apresentar uma absorbincia de 0,6 em 540 nm. 200 ul da
suspensio de eritrécitos foram incubados com até 100 ul da
solugdo-teste, durante 30 minutos a 3700. O0s tubos foram
suavemente homogeneizados para equilibrio apds a adic3o da
amostra. Ao final do tempo de incubagio, 1,6 ml de PBS foram
adicionados e as amostras centrifugadas a temperatura
ambiente por 10 minutos. A absorbincia do sobrenadante, que
indica a quantidade de hemoglobinas liberadas, foi lida a
540 nm. Para acompanhar o perfil da atividade hemolitica dos
efluentes das colunas de separa¢do, a atividade fol estimada
em porcentagem. Como controle (branco) foi utilizado 100 ul
de PBS. A hemdlise total (100%) foi obtida com 50 ul de

triton x- 100 (0,1% v/v).



3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida

sem agentes desnaturantes em pH &acido:.

Foi realizada wuma PAGE a 15 % {(m/v),

metodologia descrita por REISFEID et al. (172472),

algumas modificagles .

Gel de empilhamento a 2,5% em acrilamida.

seqgundo

Solucdes estoques Volume (ul)
Agua desionizada 2.000,0
Acetato de potassio 1IN pH 6.8 400,0
Acrilamida:-Bis (1:0,25) 800,0
TEMED 5,0

Persul fato de ambnio (10%) 75,0




Gel de separac3o a 15% em acrilamida.

Solucdes estoques volume {(ul)
Agua desionizada 750,0
Acetato de potassio IN pH 4,3 750,0
Acrilamida:Bis (30:0,2) 1.500,0
TEMED 50,0
Persul fato de ambnio (0,28%) 3.000,0

A solugcdo do eletrodo era constituida de Beta-Alanina e
Acido acético pH 4,3, O0,35M, sendo diluida 10 vezes no
momento do uso.

As amostras eram dissolvidas em 50 ul de Agua
desionizada a 10% de glicerol.

0 tempo de corrida foi determinado pela fucsina bAsiea
(indicador) e a eletroforese foi realizada em temperatura
ambiente e corrente constante de 20 mA, obtida de uma fonte
de eletroforese BIO-RAD MODEL 1000/5%00 POWFR SHIPDLY .

Apds as eletroforeses terem sido realizadas, os géis
foram corados por aproximadamente 10 minutna om Coomasaie
Brilliant Blue G-250 0,1% (p/v) dissolvido em Aana metannd-
Acido acético (40:50:10 v/v) e o evrcesman deata anlugin
corante fol retirada com agua-etanol-acido arético (£0:X0:10
v:v). Em sequida, os géis foram secados em papel celofane

previamente umedecido com agua destilada.



Ay Reswul tados
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4.1 Sistema de coleta.

A figura abaixo mostra o sistema de cnleta oy nAs

utilizado para obtencdo do veneno bruto de Apis mellifera.

Sistema de coleta do veneno de abelhas.



4.2 Coleta do veneno bruto de Apis mellifera.

Inicialmente extraimos o nosso material de trabalho, o
veneno bruto de A. mellifera a partir de duas colméias
eituadas em nosso laboratério, como descrito no item 3I.1.
Durante os meses de setembro e outubro/1993, as abelhas n3o
foram alimentadas, enquanto que em janeiro/1994, elas foram

alimentadas com agucar (melado).

TAB. 01 Quantidade de veneno coletado por estimulagdo
elétrica de duas colméias com popula¢io média de 50.000
abelhas cada. Choque de 8,0 volts aplicados com duragio de

10 segundos em intervalos de 15 a 20 segundos.

MES TOTAL DE TEMPO MEDIO QUANTIDADE TOTAL QUANTIDADE ME-
ESTIMULA- DE ESTIMULA- DO VENENO COLE- PIA DO VENENO

¢cUES GCUES(min) TADO (mg) COLETADO/min

DE ESTIMULACAO

09/93 19 7,2 24,7 0,18

10/93 12 6,0 10,2 0,14

N
o

01/94 18 6,0 70,




4.3 Ensaios bioldgicos do veneno bruto.

Depois do veneno coletado e seco, foram retiradas
aliquotas para a realizag3o de alguns ensaios bionldgicos.

Esses resultados estiao mostrados na tabela 02.

TAB. 02 Atividades hemol{itica, hemorragica, anticoagulante,
coagulante e fosfolipasica presentes no veneno bruto de Apis

mellifera.

Atividade bioldégica venena bruto
hemolitica direta presente
hemorragica avsente
fosfolipasica pre=rente
anticoagulante presente

coagulante ausente




AA 310nm

1,04

0,54

4.4 Quantificacdo de protefnas.

A quantificacio de proteinas das amostras foi realizada
segundo o método do Microbiureto como descrito no item 3.4
da metodologia. A padronizag3o da técnica foi realizada
utilizando-se de soroalbumina bovina e a curva padrin obtida

é mostrada na Fig.l.

500 IObO 1500
BSA (ng)

FIG.01 Curva padrio para dosagens de proteinas pelo meétodo
do microbiureto com soroalbumina bovina; reagentes: Rl
(Cusoy . 5H,0 a 1,05% e NaOH a 38%) e R2 (NaOH a 30%).

Leitura em absorb3ncia a 310 nm.



4.5 Atividade hemolitica direta.

Para a atividade hemolitica direta foram realizados

dois testes como descrito no item 3.5.5.

TAB.03 Analise comparativa da atividade hemolitica direta,
do veneno bruto de A. mellifera, realizada com as técnicas
descritas por GUTIERREZ e col., (1984)-teste 1 e AZILA e

OHTMAN, (1990)-teste 2.

VENENO BRUTO (ug) HEMOLTISE (%)

TESTE 1 TESTE 2

13,4 2,5 100,0




A partir dos dados mostrados na tab.03 verificamos que
o teste 2 & muito mais sensivel que o teste 1. Deste modo
passamos a realizar somente o teste 2, para o veneno bruto e

suas fracgdes.

TAB.04 Atividade hemolitica direta® sobre o veneno bruto de

A. mellifera

VENENO BRUTO (ug) HEMOL TSF (%)
0.5 17 .6

1.0 7.7

1.5 R6 .0

2.0 ar .7

2.5 100 0

b 3

0]

Atividade hemolitica direta realizada <segundo AZILA

OHTMAN (1990)-teste 2.



4_6 Fracionamento do veneno bruto:

4.6.1. Filtragcdo em gel de Sephadex G-25:

A figura 02 mostra o perfil obtido na filtragin de 58
mg do veneno bruto em gel de Sephadex G-25, eluido com Acido
acético 0,01 M. Obteve-se somente um pico que foi submetido
a uma nova filtrac3o conforme descrito no item 3.2.2,
utilizando-se porém como solugido de elui¢ido Acido arético
0,01 M em uréia 6 M. A figura 3 mostra o< resultados de=ta
nova filtrac3o. Onde se pode observar que nnvamente foi
obtido um Unico pico de absorbancia a 280 nm.

Os ensaios efetuados nestes dois picos provenientes das
duas filtracBes realizadas, 1indicaram pre<senga de PLAZ

(testada como descrita no fitem 3.4.1) e de melitina

(ensaiada como descrito no item 3.4.5.2).
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Fig 2: Filtragao em Sephadex G-25 de 58 mg do veneno bruto de A. mellifera.
Fluxo de 30ml/h, fragdes 2mlftubo; temperatura ambiente; eluida com

solugdo de Acido acético 0.01M.
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Fig 3: Filtracao em Sephadex G-25 de 58 mg do
veneno bruto de A. mellifera. Fluxo 30 ml/h, fracao
3ml/tubo, temperatura ambiente, eluida em solucao
de Acido acético 0.01M e Uréia 6M.



4.6.2. Filtrag3o em gel de Sephadex G-50.

A figura 04 mostra o perfil obtido na filtracio de 103 mg do
veneno bruto em gel de Sephadex G-50, eluido com =nlucio de
dcido acético a 2 %. 0O unico pico obtido, apre=entou

atividade PLA2 e hemolitica direta.
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4_6.3. Cromatografia de troca i6nica em SP Sephadex

C-25:-.

A figura 05 mostra o perfil cromatografico de 103 mg de
veneno bruto em SP Sephadex C-25, onde houve resolucio de
cinco fragBes principais, denominadas A; a Ag, que foram
testadas quanto a presenga de PLA2, dando os resultados
apresentados na tabela 5. Qs fracbes Az e Ny NAO
apresentaram atividade PLA2 e a fragio Ag que apresentou a
maior atividade especifica, mostra um fator de purificac3o

de 4,4 vezes em relagio ao VB.
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Fig 5: Cromatografia em Gel de SP- Sephadex C-25, de 103 mg do
veneno bruto de A. mellifera. Fluxo de 30mi/h, 3miftubo;
temperatura ambiente; tampéao Acetato de Amonio em grad|ente de
concentracao (0.05M a QOM{
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4.7 Atividade fosfolipasica (PLNZ2).

TAB O5. Ensaio potenciométrico da atividade fosfolipiasica do

veneno bruto de Apis mellifera e suas respectivas fracgdes

AMOSTRA QUANT . PROTEINAS* ATIV. ESPFrIrfrIca
(ug) (unid. /mg/min.)
VB 8,19 175.0
Ay 15,92 7.8
Q2 10,0 47 .0
Ag 1,0 777 .8
Dosagem de protefnas realizada pelo método do
microbiureto. Estes resutados se referem ‘a média de 2

ensaios.



4.8 Atividade anticoagulante sobre o plasma humano.

Para a atividade anticoagulante utilizamo= o plasma

humano rico e pobre em plaquetas. 0s resyltadns est3o

mostrados na tabela abaixo.

TAB. 06 Atividade anticoagulante sobre o plasma humano tico
e pobre em plaquetas do veneno bruto de Apis mellifera e

suas fra¢les.

AMOSTRAS TEMPO DE RECALCTIFICACHAD (min)
Plasma rico Plasma pobre

Controle 4.0 8,6

VB > 45,0 > 45,0

Ay > 45,0 > 45,0

Ao > 45,0 > 45,0

Az 8,5 8,7

Ay 9,0 8,7

Arg > 45,0 > 45,0

Estes resutados se referem a média de 2 ensaios.



4.9 Fletroforese em gel de poliacrilamida.

A figura 06 mostra o perfil eletroforético obtido
quando os venenos brutos de Apis mellifera e RBothrops
Jjararacussu s3io submetidos A eletroforese no =~istema para

proteinas bisicas (PAGE-Basica).

&
o

Fig. 06- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% <em
agentes desnaturantes.
Condi¢Bes: tampdao acetato de potissio 0,49 M, pH=- 4,3
tamp3o do eletrodo: Beta-alanina/Acido
acético 0,034 M, pH= 4,5.
corrida: 30 min. a 20 mA con=tante.
corante: Coomassie Blue G-250 (0,72% em Agua:
metanol, 1:1 v/v (corado por dnas horas).
descorante: acido acético a 7%.
amostras: 1- VB A. mellifera

2- VR B. jararacus<t



A figura 07 mostra o perfil eletroforético abtido
quando o veneno bruto de Apis mellifera é submetido A PAGE -

Basica.

Fig.07 FEletroforese em gel de poliacrilamida a 15% sem
agentes desnaturantes.
Condig¢Oes: idem a fig.09.

Amostra: vB de A. mellifera.
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Fste trabalho teve como objetivos o desenvolvimento de
métodos praticos e seguros para a obteng3io do veneno bruto
da abelha africanizada Apis mellifera, determinacio de
atividades bioldgicas presentes e posterior fracionamento do
mesmo para uma melhor caracteriza¢3o de seus componentes.

0 nosso material de trabalho, veneno bruto de Apis
mellifera, foi coletado a partir de duas colméias situadas
em Nnossos laboratoérios, segundo método ja descrito
anteriormente por BRANDEBURGO (1992). A extragdo do veneno
se deu durante todo o periodo de trabalho. Com suce<sivas
estimulacBes elétricas, cerca de duas extragdes ao dia,
notamos que o rendimento do veneno coletado foi diminuindo
com o passar do tempo. Em contrapartida, quando alimentamos
as abelhas com agucar (melado), la) rendimento foi
surpreendentemente maior (tab. 01). 0 mé&s de janeirn de 1794
refere-se ao periodo de alimentagio das colméias. De pnsse
do wveneno coletado e seco iniciamos Al aqrins ansaing
enzimdticos. Para a realizag3do de tais ensaios, o wveneno
bruto foi dosado pelo método do microbiureto aque apresenta
sensibilidade entre 0,1 e 2,0 mg de proteina/?,0 ml de
solugio (fig.08). Para a dosagem do veneno bruto (fig. 01)
houve a necessidade de filtrar as amostras, visto que,
dosagens anteriores apresentaram-se com reaul tadns ndo
condizentes com a técnica descrita, uma vez aque as mesmas,
em presenca do reagente R? (NaOH a 30,4%), parecem
precipitar.

Nossos ensaios demonstraram que o veneno de abelhas




apresenta atividade PLAS. Estes resul tados ectdo en
concordancia com os dados da literatura que descrevem a
presenga de PLA5, numa variecade de fontes incluindo veneno
de serpentes e tactérias, sendo que a PLA, de wveneno de
abelhas tem sido descrita como principal constituinte
enzima&tico e alergénico deste veneno, representando cerca de
10 a 18 % de seu peso seco (SHIPOLINI, 1971).

Estudos comparativos realizados em nosso laboratério
demonstram que PLA> do veneno de abelhas tem uma atividade
muito mais elevada que a de serpentes botrédpicas.

N3o foi detectada atividade coagulante snbre o plasma
humano. Inicialmente essa atividade foi trealizada a
temperatura ambiente e, posteriormente, a 370 C. Fm nenhuma
dessas condi¢fes houve o0 pronto aparecimento da jede de
fibrina, que era indicativo de atividade coagulante. Tambhém
ndo foi detectada atividade hemorragica umax veaz e pata
essa atividade foram utilizados 100 ug dn vensno bruato =em
que houvesse o0 aparecimento de haleos hemor i fgiecs . Fm
contraposi¢do, para o veneno de B fretne i et s Tamas g
(Jararaca pintada) 20 ug do veneno eram ~nficientas noa 0
surgimento de hemorragias (RODRIGIUES, Vv M comiiracio
pessoal). A presenga dessas towinas para n veneno de ahelhas
também nIo <se encontra deccrita na literatura Ny outro
lado, verificamos que o veneno bruto de abelhas apre<entou
atividade anticoagulante e o fatores anticonagulantes
isolados até agora, do veneno de serpentes, sAo

classificados em duas categorias: uma que nio apresenta

T



atividade enzimaitica e a segunda que apresenta atividade
PLA2 basica.

A atividade hemolitica direta observada "in vitro” &
atribuida a melitina. Esse peptideo tem a propiedade de
lisar as células wvermelha do sangue causando 100 % de
hemdlise em concentracdes com até 10 ug/ml (tab. 04). E a
porcadao hidrofébica da melitina que se 1liga a membrana
causando o enfraquecimento e subsequente aquebhra da
estrutura. A melitina tem sido utilizada por pesquisadores
como instrumento valioso nas investigagdes cientificas de
fendBmenos bioldégicos especificos, que n3o est3o diretamente
relacionados com seus efeitos em mamiferos (THOT et al.,
1992; MIX et al., 1984; FLETCHER et al., 1992).

Iniciamos o fracionamento dn veneno bruto pela técnica
de cromatografia de filtrag3o em gel. A amoatra é& aplicada A
uma coluna constituida de gri3os de poroc feitoz de um
polimero insoldvel altamente hidratado. Moléculas pequenas
podem entrar nesses grios, mas nio as grandes. 0 resultado é
que as moléculas pequenas distribuem-se tanto na <olugio
aquosa dentro dos gr3os quanto entre eles, enquanto as
moléculas grandes se localizam sdé na solugdo entre os grios.
As moléculas grandes fluem mais rapidamente por esta coluna
e emergem primeiro porque ha um volume menor acessivel a
elas (STRYER, 1992).

Realizamos um fracionamento de 58 mg do veneno bruto,
por filtragio em gel de Sephadex G-25 com a obten¢3io de um

Unico pico de absorbincia a 280 nm. Es<se gel tem uma



resolugdo para moléculas de peso molacular entre 1.000 a
5.000 daltons. Dessa forma pretendiamos separar a melitina
(2.840 daltons) e outros peptidens menore= dns  demais
constituintes do veneno bruto. 0O perfil do grafico esta
mostrado na figura 02. 0 aparecimento de um Gnico pico
indica que n3o houve separacio dos componentes do veneno de
abelha. 1Isto se deve ao fato de que, provavelmente, as
proteinas e peptidios presentes no veneno estavam agregados.,
Este dGnico pico foi reunido em um “"pool”, liofilirado e
submetido a um segundo fracionamento em gel de Sephadex G-
25, nas mesmas condigBes anteriores. Agora, porém, a =nlugio
de eluig3o estava numa concentrac3o &M de uréia. A uréia
como agente desagregante, inibidora de ponte de hidirogénio,
foi wutilizada para separar os diferentes componentes do
veneno bruto. Para o segundo fracionamento obtivemos uma
resoluc3o semelhante & do primeiro (Fig. 03). Realizamos,
também, um terceiro fracionamento de 103 mg do veneno bruto
em gel de Sephadex G-50. Este gel foi utilizado porgue
possui uma maior faixa de separag¢3o(1.500 a 30.000 daltons) .
Assim sendo, era esperado um melhor fracionamento dos
constituintes do veneno, Qisto que 0 mesmo possui
componentes de vAarios tamanhos, desde 20.000 (PLA2) até
2.000 daltons (apamina). O perfil cromatrogafico ainda n3o
se mostrou satisfatdério, haja visto que os componentes do
veneno parencem permanecer agregados (fig. 04). 0 resutado
obtido n3o estid de acordo com a literatura. SHIPOLINI (1971)

em seus experimentos demonstrou a presengca de 8 picos




utilizando o mesmo tipo de gel e nas mesmas condicdes por
ndés trabalhada, porém uma diferenca deve ser ressaltada, Fle
aplicou o veneno depois de submeté-lo A uma diidlice. HAs n3o
realizamos esse procedimento para evitar poscsiveis perdas
dos constituintes menores do veneno. 0O uUnico pico obtido em
cada fracionamento foi testado para atividade=s PIA2 e
hemolitica direta.

Finalmente realizamos o fracionamento Ade 107 mg do
vaeneno bruto liofilizado em cromataografia de trorca i1Anica em
gel de SP Sephadex C-25 com a obtencio de cinco picns
principais de absorbincia a 280 nm, denominados de Al a AS
respectivamente, e cinco picos menores (fig. 05). O
principio do fracionamento por troca i1dnica se baseia em
interacdes eletrostaticas. Dependendo do pH do tampdo de
eluic3o e do pI das moléculas, elas adquirem cargas
diferentes, de acordo com sua natureza. Trocadores
catidnicos tém afinidades por moléculas com carga liquida
positiva. Uma proteina com carga positiva ligada a coluna
pode ent3io ser liberada pelo aumento da concentra¢3o do
tampd3o de eluigdo. 0Os ions competem com o0s radicais com
carga positiva da proteina pela ligag3o a coluna (STRYER,
1992).

A atividade fosfolipasica foi observada nos picos Al
A2 e AS (tab.05), o que sugere a presenga de trés isoformas
desta enzima. A atividade hemolitica direta nio foi
encontrada em nenhuma das fra¢des testadas até agora. No

intuito de se loaclizar a melitina, foram realizados novos




ensaios hemoliticos segundo uma metodologia descrita por
AZILA e OHTMAN (1990) com algumas modificacOes. Fste ensaio
(tab.03) se mostra mais sensivel do que o apre=entado por
GUTIERREZ et al. (1984). Segundo HIDER (1983), a melitina em
altas concentra¢des de {ons assume a forma tetramdrica o nio
€ litica. Nossos ensaios demonstraram que a atividade litica
da melitina é influenciada pela alta concentragclo de aretatn
de ambGnio (2 M), tamp3io usado para eluir as frac¢des.

J& a atividade anticoagulante inicialmente realizada
com o plasma rico em plaquetas foi encontrada em todas as
fracdes. As fracgdes A3 e A4 apresentaram um tempo de
recalcificagdo de aproximadamente o dobro daqgquele realirzado
com o controle (plasma + salina); enquanto que as fragdes
Al, A2 e A5 tornaram o plasma incoagulivel. Para o ensalo
pobre em plaquetas , as fragdes A3 e A4 n3Ao apresentaram
atividade anticoagulante, enquanto que Al, A2 e A5 mostraram
o mesmo resultado obtido para o ensaio de plasma rico em
plaquetas(tab.06).

As plaquetas s3ao importantes mediadores na coagulagdo
sanguinea. Quando estimuladas elas aderem a0s vases
sanguineos danificados e a seguir umas as outras de modo a
formar um “tamp3o” que pode parar sangramentos menores.
Dessa forma, as plaquetas assumem um importante papel na
coagula¢3o sanguinea e deste modo a concentrag3io dessas
células esta diretamente relacionada a mensuragio dos
processos coagulaveis (VOET, 1990). Portanto o ensaio para

detectar componentes anticoagulantes € melhor evidenciado




com o plasma pobre em plaquetas. Assim, somente as fracdes
Al, A2 e A5 tornaram o plasma incoagulavel. € interessante
observar a relag¢dio entre a ag¢3o anticoagulante <sobre o
plasma humano e a presenga das PLAs?, wvisto que ambas as
atividades se mostraram presentes nas mesmas fragoes.

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida foi
realizada exaustivamente em diferentes condi¢Bes e n3io
apresentou boa resolu¢ido para o veneno de abelhas e suas
fragdes. 0 melhor resultado foi o mostrado nas figuras 06 e
07 (PAGE, pH &cido), onde encontramos 6 bandas. A falta de
reagentes apropriados impediram que obtivéssemos resultados
melhores.

Estamos realizando trabalho de colabotac3io em nosso
laboratério utilizando inicialmente o veneno de abelhas e
posteriormente suas fragtes como ferramentas na
caracterizagido de miosinas isoladas de misculo cardiaco

esquelético ou de cérebro de coelhos.

A utilizagdo destas toxinas COmo instrumento de
pesquisa é um campo aberto e inesgotavel na tentativa de

elucidar os mecanismos de a¢3do de fendmenos bioldgiros.
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