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RESUMO

As peconhas de himendpteros contém diversas toxinas que podem causar hemdlise,
cardiotoxicidade e insuficiéncia renal, além de reacdo de hipersensibilidade. Adicionalmente,
algumas vespas e formigas utilizam sua peconha para imobilizar ou matar a presa. Neste estudo
analisamos as atividades fosfolipasica (PLA,) e hemolitica bem como a atividade biolégica sobre
ileo e atrio isolados de rato, e sobre coracdo semi-isolado de barata, das peconhas de formiga
(Paraponera clavata) e vespa (Polistes lanio lanio). A eletroforese das peconhas (SDS-PAGE)
revelou a presenga de componentes com massas moleculares de ~22 kDa a 100 kDa em P.
clavata e de 19 a 119 kDa em P. I. lanio. Ja a cromatografia por gel filtragcéo resultou em cinco
picos principais para a pegonha de P. clavata e seis para a de P. I. lanio. A pegonha de P. clavata
possuiu atividades PLA, e hemolitica moderadas, que foram abolidas pelo aquecimento (100°C, 20
min). A pegonha de P. clavata (0,1-3 pg/ml) contraiu ileo isolado de rato, cujo efeito foi
dessensibilizante e resistente ao aquecimento da peconha. Esta atividade contraturante foi
localizada no primeiro pico do perfil de eluicao da cromatografia por gel filtragado. Em atrio isolado
de rato a peconha de P. clavata (0,125-10 pg/ml) causou contratura, resultando em diminuicao da
forga contratil e reducdo na freqiiéncia atrial com aumento na liberagdo de creatinoquinase-MB
(CK-MB) tecidual. O aguecimento da pegonha nao aboliu esta agao atrial. A analise histopatolégica
mostrou necrose dos cardiomiocitos que nao foi afetada pelo aquecimento. Dos picos obtidos por
gel filtracdo, o pico 1 reproduziu a contratura causada pela pegonha enquanto o pico 3 aumentou a
contratilidade atrial. Em coracdo semi-isolado de barata, a peconha de P. clavata (1-100 png)
causou bradicardia. Conclui-se que a pegonha de P. clavata: (1) possui atividades PLA, e
hemolitica que sao termolabeis, (2) causa bradicardia em coragdo semi-isolado de barata, e (3)
provoca contragao em ileo isolado e contratura em atrio direito de rato. Ao contrario de P. clavata,
a peconha de P. I. lanio (0,3-100 pg/ml) mostrou altas atividades PLA, e hemolitica que também
foram abolidas pelo aquecimento (100°C, 20 min). A peconha contraiu ileo isolado de rato, e
causou inotropismo negativo em atrio direito isolado de rato, sem afetar o cronotropismo; nao
houve contratura da linha basal. A peconha causou forte bradicardia em coracao semi-isolado de
barata que nao foi abolido pelo aguecimento (100°C, 20 min). Este cronotropismo negativo foi
mediado por uma fragdo da pegonha de P. [. lanio enriquecida em componentes de baixa massa
molecular (<5 kDa, obtida através da ultrafiltragédo). A cromatografia desta fracdo em HPLC de fase
reversa resultou em seis picos, dos quais apenas 0 pico 4 causou bradicardia em coragao semi-
isolado de barata. A bradicardia foi bloqueada pela glibenclamida, sugerindo o envolvimento de
canais de K" dependentes de ATP neste fendmeno. A anélise do pico ativo por espectrometria de
massas indicou a presenca de peptideos. Conclui-se que a pegonha de P. I. lanio: (1) tem alta
atividade fosfolipasica e hemolitica (ambas termolédbeis), (2) provoca contracdo de ileo e
inotropismo negativo em atrio direito de rato e (3) exerce forte cronotropismo negativo em coragao
semi-isolado de barata mediado pela ativacao de canais de potassio dependentes de ATP.
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ABSTRACT

Hymenoptera venoms contain toxins that can cause hemolysis, renal failure, cardiotoxicity
and hypersensitivity in humans. Additionally, some wasps and ants use their venom to immobilize
or kill prey. In this study, we analyzed the phospholipase (PLA,) and hemolytic activities of ant
(Paraponera clavata) and wasp (Polistes lanio lanio) venoms, and their action on rat isolated ileum
and right atrium and cockroach semi-isolated heart. Electrophoresis (SDS-PAGE) showed that the
venoms of P. clavata and P. |. lanio contained components with molecular masses of ~20-100 kDa
and 19-119 kDa, respectively. Gel filtration chromatography resulted in five major peaks for P.
clavata venom and six for P. I. lanio. Paraponera clavata venom had moderate phospholipase and
hemolytic activities that were abolished by heating (100°C, 20 min). This venom (0.1-3 pg/ml)
contracted rat isolated ileum, with a desensitizing effect, and heating the venom did not abolish this
activity, which was located in the first peak of the gel filtration elution profile. In isolated atria, the
venom (0.125-10 ng/ml) caused muscle contraction that resulted in decreased contractile force and
a reduction in atrial rate, with an increase in creatine kinase-MB (CK-MB) release; this atrial action
was not abolished by heating. Histopathological analysis revealed myonecrosis that was also
unaffected by heating. Of the peaks obtained by gel filtration, peak 1 reproduced the contraction
observed with the venom whereas peak 3 caused a sustained increase in atrial contractility. The
venom (1-100 pg) caused bradycardia in cockroach semi-isolated hearts. These results show that
P. clavata venom: (1) has PLA, and hemolytic activities that are thermolabile, (2) causes
bradycardia in cockroach semi-isolated hearts, and (3) contracts rat isolated ileum and causes
contracture of rat right atria. In contrast to P. clavata, P. I. lanio venom (0.3-100 ng/ml) showed high
PLA, and hemolytic activities that were also abolished by heating (100°C, 20 min). Polistes I. lanio
venom contracted rat isolated ileum and produced negative inotropism in isolated rat right atria;
there was no effect on the chronotropic response or on the baseline tension, i.e., no muscle
contracture. The venom caused marked bradycardia in coackroach semi-isolated hearts that was
unaffected by heating. This bradycardia was mediated by a low-molecular mass fraction of the
venom (<5 kDa, obtained by ultrafiltration). RP-HPLC of this fraction resulted in six peaks, of which
only the fourth caused bradycardia in cockroach semi-isolated hearts. This bradycardia was blocked
by glibenclamide, suggesting the involvement of ATP-dependent K* channel activation. Mass
spectrometry of the active peak indicated the presence of peptides. These results indicate that P. 1.
lanio venom: (1) has high PLA, and hemolytic activities that are thermolabile, (2) contracts rat
isolated ileum and reduces the contractile force of isolated right atria, and (3) causes marked
bradycardia in cockroach semi-isolated heart via the activation of ATP-dependent K* channels.
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INTRODUCAO GERAL

A classe Hexapoda é um grupo extremamente diversificado. Distribui-se por
quase todas as regides do planeta, perfazendo um total de mais de 75% de todos
os seres vivos (1). A ordem Hymendptera compreende insetos com pecas bucais
mastigadoras e ciclo holometabolo (1), com habitos solitarios ou coloniais. Entre
estes insetos, as familias Apidae, Vespidae e Formicidae possuem peconhas que
sdo utilizadas para defesa e predagdo, causando dor, dano tecidual,
hipersensibilidade alérgica e, ocasionalmente, morte, quando injetadas em
mamiferos (2).

As glandulas de pecgonhas destes animais podem ser mandibular ou
abdominal. No caso da glandula mandibular alguns compostos ja foram
identificados em vespas e formigas e estdo ligados a comunicagcdo na col6nia
(3,4). J4 a peconha abdominal esta presente em fémeas de algumas espécies da
familia Vespidae e Formicidae e é produzida por um aparato venenifero que se
origina a partir de modificagdes do aparelho reprodutor destes animais. O aparato
venenifero abdominal é constituido por diversas estruturas, que incluem
reservatério de peconha, glandula convoluta, glandula filamentosa e glandula de
Dufour, aléem do aparato do ferrdo (5).

Acidentes com vespas e formigas sao frequentes, apesar de sub-notificados.
Picadas de himenopteros sdo capazes de provocar lesdes locais ou mesmo
reacbes alérgicas com efeitos sistémicos, sendo a anafilaxia uma das
complicagdes mais graves (6). No Estado de Sao Paulo, a taxa de incidéncia de
acidentes com himenopteros foi de 1,57 por 100 mil habitantes em 1998 (7).

Os principais efeitos do envenenamento por formigas e vespas podem ser
classificados em locais e sistémicos. Os efeitos locais incluem edema, eritema,
sinais de inflamag&o. Eventualmente também ocorrem hemorragia e necrose (6,8-
10). Ja os efeitos sistémicos incluem choque anafilatico, resultante de reacdo de
hipersensibilidade (11,12), cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade
(13,14). Eventualmente, recomenda-se imunoterapia em pacientes com
hipersensibilidade para reduzir o risco de respostas graves a picadas destes
insetos (15,16).
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Em envenenamentos macicos, nos quais os individuos recebem muitas
picadas, podem ser observados efeitos sistémicos graves resultantes da acgao
direta da peconha (13). Nestes casos, podem ocorrer hemolise intravascular (com
o aumento de K¥ sérico levando a cardiotoxicidade e desenvolvimento de
arritmias), rabdomidlise e insuficiéncia renal aguda (IRA), sendo que as vitimas

podem morrer devido a IRA ou complicacdes cardiacas (17-19).
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1. INTRODUCAO

1.1. Familia Formicidae

As formigas fazem parte da familia Formicidae que contém de 12.000 a

14.000 espécies amplamente distribuidas no mundo (20). Sdo especialmente

conspicuas em ambientes tropicais. Na floresta amazénica, por exemplo, as

formigas juntamente com os cupins, correspondem a um percentual de biomassa

maior que todos os outros grupos de seres vivos, e exercem importante papel

ecoldgico (21).

Os formicideos geralmente formam sociedades organizadas em castas, mas

pode haver espécies solitarias. Holldobler e Wilson (20) organizaram a familia

Formicidae de acordo com o esquema apresentado na Figura 1. Algumas

modificagbes e mudangas de téxons foram introduzidas por Bolton (22),

dividiu a Formicidae em 16 subfamilias atuais e quatro extintas.
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Figura 1. Filogenia da familia Formicidae. Fonte: (20).
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1.2. Aparato venenifero de formigas

Algumas espécies de formicideos ndo sao capazes de ferroar, pois tém um
aparato venenifero pouco desenvolvido ou ausente, como as espécies da
subfamilia Formicinae. Por outro lado, varias espécies tém um aparato venenifero
desenvolvido sendo, portanto, capazes de ferroar. A Figura 2 apresenta

esquematicamente o  aparato  venenifero de  Paraponera  clavata.

Figura 2. Organizacao estrutural do sistema venenifero da formiga P. clavata
(Ponerinae) com as glandulas filamentosas (FG), glandula convoluta (CQG),
reservatorio de pegonha (PS) e glandula de Dufour (DG). Fonte: (5).

1.3. Composicao das peconhas de formigas

A peconha de formigas € uma mistura complexa de proteinas, peptideos,
amino acidos, aminas biogénicas, alcaldides, terpenos e outras substancias
organicas, muitas das quais ja foram isoladas e caracterizadas (8,23). Em
espécies onde predominam caracteristicas plesiomorficas hd predominancia de
componentes protéicos, porém sdo encontrados outros componentes, tais como
glicideos e lipideos, entre outros (5,8,24,25).
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1.3.1. Proteinas

As peconhas de formicideos contém diversas proteinas, com ou sem
atividade enzimatica, e massa molecular variada. Assim, 26 relataram a presenca
de esterase, fosfolipase A, fosfatases acida e alcalina, fosfodiesterase,
hialuronidase, lipase, e protease em peconhas de formigas. Adicionalmente,
outras enzimas sao relatadas, tais como fosfolipases B e C (27).

A peconha de Myrmecia pyriformis contém sete componentes protéicos com
massa molecular entre 11 kDa e 23 kDa. Todas as atividades bioldgicas desta
peconha sdo atribuidas a histamina e trés dos sete componentes protéicos
observados. Assim, desta peconha foi isolada uma proteina de 11 kDa com
atividade em musculo liso, e acdo hemolitica e liberadora de histamina. Ja, na
peconha de Myrmecia gulosa, hd um componente protéico de migragao catodica
com atividade em musculo liso e um componente de migracdo anddica com
atividade hemolitica. As peconhas destas duas espécies apresentam atividade
hialuronidasica, além de atividade fosfolipasica em M. pyriformis (8).

A peconha de Pseudomyrmex triplarinus tem forte atividade fosfolipasica, e
tracos de atividades hialuronidasica e fosfatase acida (28). Por outro lado, a
peconha de Formica rufa contém varias isoformas de uma proteina denominada
myrmexina, com propriedades anti-inflamatorias (28,29).

As pegonhas do género Pogonomyrmex contém esterase, fosfatase &cida,
fosfolipases A> (PLAz) e B (PLB), hialuronidase e lipase, além de atividade
hemolitica. Ja, a pegonha de Tetramorium caespitum L., que contém
predominantemente componentes protéicos e nao possui atividades fosfolipasica
e hialuronidasica (30). A peconha de Eciton burchelli tem forte atividade

esterasica, mas moderada imunogenicidade e (cito)toxicidade (8).

1.3.2. Peptideos

As peconhas de formicideos contém uma variedade de peptideos. Em
Myrmecia pilosula, foram observados peptideos fortemente alergénicos (8), o que
tem sido confirmado em estudo proteémico desta peconha (31,32). Desta peconha
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foi isolada uma fragéo peptidica com propriedades estimulantes em musculo liso,
bem como atividade hemolitica e liberadora de histamina, semelhante a melitina e
outros componentes encontrados em peconhas de abelha. Outros peptideos
incluem cininas neurotéxicas (33) e peptideos como as ponericinas com atividades
antimicrobiana, inseticidas e hemoliticas, como em Pachycondyla goeldii (34).

A poneratoxina, um polipeptideo com 25 aminoacidos foi isolado da pegonha
de P. clavata (35). Esse peptideo produz um pronunciado aumento da frequéncia
do potencial em miniatura de placa terminal (MEPPs) em diafragma de ratos (36).
A poneratoxina também atua sobre canais de sodio de musculo esquelético de
sapo, possivelmente induzindo a interconversao entre canais rapidos e lentos
deste ion (35,37). Szolajska et al. (38) produziram a poneratoxina em cultura de
células de insetos e em baculovirus recombinante, a qual foi capaz de diminuir a
sobrevivéncia de insetos injetados.

Dois peptideos denominados pilosulinas 1 e 2 com propriedades
imunogénicas e citotéxicas foram isolados da peconha de M. pilosula (39), Em
estudo de expressao foram detectados polipeptideos homologos de pilosulina 1 e
2 (40). Davies et al. (41) estudaram os peptideos da peconha de M. pilosula e
verificaram sequéncias de residuos de aminoacidos que se sobrepdem, além de
peptideos com substituicdo de um residuo. Tambem relataram a presenca de
pilosulina 1 em pecgonha parcialmente degradada, propondo revisdo de
nomenclatura de alérgenos desta pegonha. Um segmento da pilosulina 1 foi
identificado e otimizado, aumentando a atividade antibacteriana e reduzindo a
atividade hemolitica (42). Inagaki et al. (43) caracterizaram dois novos peptideos
denominados pilosulina 3 e 4 de peconhas de formigas do genero Myrmecia, com
atividade antimicrobiana, liberadora de histamina e baixa atividade hemolitica.
Posteriormente, um novo peptideo denominado pilosulina 5 capaz de provocar a
liberacdo de histamina de mastdcitos também foi detectado (23,44). Em peconha
de Dinoponera australis foram detectados seis peptideos semelhantes a peptideos
com diversas atividades bioldgicas de pegconhas de outras espécies de formigas,
como a bombesina, ponericina, e poneratoxina (44).
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1.3.3. Aminoacidos livres

Aminoécidos livres tém sido detectados em varias espécies de formigas. A
peconha de T. caespitum L. contém glutamato e aspartato (30). J& as peconhas
dos géneros Myrmica e Pogonomyrmex apresentam 16 e 17 aminoacidos livres,

respectivamente (8).

1.3.4. Aminas biogénicas

A histamina tem sido detectada em peconhas de varias espécies de formigas
como M. pilosula, Myrmica ruginodis e T. caespitum L. (8,30,45). Em M. pyriformis
e M. gulosa, a histamina perfaz um percentual de 2% do peso seco da peconha

(8).

1.3.5. Alcaldides

Peconhas de formigas do género Solenopsis e Monomorium sao
enriquecidas com alcaléides, principalmente piperidinas, pirrolidinas e pirrolinas
com varias propriedades farmacolégicas (8). Estes alcaléides sdo hidrofilicos e
exercem efeito sobre o sistema imune humano, além de ter atividade citolitica,
antibidtica e inseticida.

Cinco alcaloides foram detectados em pegonha de Myrmicaria melanogaster
(46). Alcaléides denominados tetraponerinas, isolados de pegonhas de formigas
do género Tetraponera, agem como moduladores de receptores nicotinicos (47).
Alcaldides detectados em peconhas de espécies do género Monomorium sao
precursores na biossintese de alcaldides encontrados em Myrmicinae (48). Os
alcaldides presentes na peconha de Solenopsis invicta tém correlacdo com a
idade das formigas (49). Recentemente, alcaldéides foram encontrados em
peconhas de formigas lava-pés (red imported fire ant) (50). Novos alcalbides
também foram encontrados em reinvestigacao de peconhas de Solenopsis richteri
(51).
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1.3.6. Terpenos

Em peconhas de Myrmicaria natalensis e Crematogaster sp. foram
detectados terpenos e outros compostos de baixa massa molecular altamente
toxico para invertebrados (8).

1.3.7. Outros compostos

Além dos compostos mencionados acima, as peconhas de formigas também
contém uma grande variedade de outras substancias. Algumas peconhas do
género Triplaris possuem um polissacarideo com propriedades anti-reumaticas
(8). Um polissacarideo também tem sido descrito da peconha de Pseudomyrmex
sp. (52). No grupo Formicinae, as pegonhas contém &acido férmico, composto
volatil, altamente citotoxico e corrosivo. Adicionalmente dois compostos volateis
foram encontrados na peconha de Pachycondyla sennaarensis (53).

1.4. Atividades biologicas

1.4.1. Atividade inseticida

Séao relatados efeitos toxicos de peconhas de diversas espécies de formigas
sobre insetos, principalmente do género Pachycondyla (34,54). Alguns dos
componentes responsaveis para esta atividade tém sido isolados, tais como a
poneratoxina (38) e cininas neurotdéxicas (33).

1.4.2. Antimicrobiana

Diversas peconhas e toxinas de formigas tém propriedades antimicrobianas,
como a solenopsina A, um alcaldéide da peconha de S. invicta que inibe sinalizacao
intracelular em Pseudomonas aeruginosa (55). Peptideos com propriedades

antibacterianas foram isolados da peconha de Pachycondyla goeldii (34).
1.4.3. Citotoxicidade

As peconhas de formiga tém propriedades citotdxicas, e.g., Formica rufa (8),
e uma acao hemolitica, como em M. pilosula (45), Pseudomyrmex triplarinus (28),
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Solenopsis sp. € M. ruginodis (8). Da peconha de M. pilosula foram isolados pelo
menos tres peptideos citotdxicos (pilosilina 1, 2 e 3), a citotoxicidade da pilosulina
1 foi diminuida apds a clivagem deste peptideo a partir do residuo 22 do N-
terminal, sugerindo que a citotoxicidade deste peptideo em células infectadas com
o virus de Epstein Barr (EBV), em glébulos brancos e a capacidade de lisar
eritrécitos depende deste segmento (56). A ectatomina, uma toxina isolada de
Ectatomma tuberculatum, age na membrana celular formando canais, e age

também em canais de calcio de miocardio isolado de rato (57).

1.4.4. Neurotoxicidade

S&o encontradas cininas neurotéxicas em pegonhas de varias espécies de
vespas, além de formigas, como a P. clavata (33). A poneratoxina também tem
atividade neurotoxica (38), sendo capaz de afetar a transmissao neuromuscular
em ratos, age pre-sinapticamente aumentando a frequéncia de liberagédo
espontanea de sesiculas sinapticas, e pds-sinapticamente afetando a duracao dos
potenciais de placa em miniatura (MEPPs) e os potenciais de placa terminal
(EPPs) (36). A isosolenopsina A, um alcaloide isolado da pegonha de Solenopsis
invicta, € um potente inibidor seletivo das isoformas neuronal, endotelia e
imunoldgica da oxido nitrico sintase neuronal, este componente pode ter efeito
significativo nas reagdes adversas das picadas (58).

1.4.5. Atividade pro- e anti-inflamatoria

As peconhas de varias espécies apresentam propriedades anti-inflamatorias.
A maioria dos componentes alergénicos das peg¢onhas de formigas copreende
compostos de cerca de 30 kDa (32). 59 demonstraram a presenca de IgE
especifico e IgE ligante em anafilaxia causada por Pachycondyla chinensis. Da
peconha de P. triplarinus foram isoladas seis isoformas de uma proteina com agéo
anti-inflamatéria em edema experimental (29). A pilosulina 5 da pegonha de M.

pilosula é capaz de liberar histamina (23).
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1.5. Aspectos clinicos

Quanto a envenenamentos por formigas no mundo, a maioria dos relatos
corresponde a ocorréncia de hipesensibilidade as peconhas de alguns géneros
como Solenopsis, Myrmeciae, Pseudomyrmex e Pachycondyla (11,60,61,62,63).
As manifestacdes locais mais comuns sao reacdes como eritema, dor, piloerecao
e urticaria (64,65), e no local da picada é comum a formacdo de uma
pseudopustula (66,67). JA as manifestagbes sistémicas estdo freqlientemente
associadas a uma hipersensibilidade a peconha, podendo resultar em uma
resposta de fase tardia ou uma anafilaxia, potencialmente fatal (66). Com excecao
das formigas “bulldog” australianas, os efeitos toxicos diretos da peconha ndo sao
letais para seres humanos. A letalidade registrada estd mais relacionada a
infeccdes secundarias nas escoriacbes ou reagbes alérgicas do que ao
envenenamento em si (68).

No que diz respeito as formigas no Brasil, Haddad Juanior et al. (9)
descreveram os efeitos da picada da falsa tocandira (Dinoponera gigantea) em um
pescador amador. A picada ocorreu na mao e foram relatados dor forte, sudorese,
nausea, vomito, mal estar, taquicardia e linfadenopatia axilar. A dor intensa
passou apos 8 h, mas houve dor moderada, no local da picada, apds 24 h, além
de edema e eritema local.

1.6. Subfamilia Ponerinae

Sao poucas as espécies da subfamilia Ponerinae cujas peconhas ja foram
estudadas. A quantidade de peso seco de pegonha por formiga varia grandemente
neste grupo, desde 0.04 mg (Odontomachus haematodus) até 0.55 mg (D.
gigantea). Peconhas de seis espécies deste grupo ja foram investigadas sendo
detectadas oito enzimas com baixos niveis de fosfolipase, fosfatase &acida,
fosfatase alcalina, e fosfodiesterase; ndo houve atividade esterdsica ou
proteolitica. Isto difere das peconhas de vespas sociais, onde sdo detectadas
fortes atividades para varias destas enzimas. As peconhas destas espécies
possuem atividade cininérgica, além de neurotoxina com atividade em musculo

liso e na transmissao sinaptica em sistema nervoso central de insetos (8).
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Peptideos neurotoxicos ja foram detectados na peconha de P. clavata (35).
Ha baixa atividade hemolitica comparada a peconhas de vespas sociais. Em
relacdo a toxicidade, as peconhas de Dinoponera grandis e O. haematodus sao
comparaveis a da maioria das vespas sociais; as peconhas de P. clavata e
Ectatomma quadridens sdo comparaveis as das vespas mais téxicas e a de E.
tuberculatum é mais toxica que de qualquer vespa social (8).

A peconha de P. clavata contém trés fragdes que bloqueiam a transmissao
sinaptica em sistema nervoso central de barata e duas destas fracdes possuem
atividade agonista em musculo liso de mamifero. A poneratoxina desta peconha
exibe forte efeito sobre a atividade elétrica de axénio de barata, fibras musculares
esqueléticas isoladas de sapo e fibras musculares esqueléticas isoladas de rato,
com prolongamento dos potenciais de agao (35,37).

Orivel e Dejean (34) estudaram a peconha de formigas do género
Pachycondyla em grilos e observaram que a paralisia rapida era reversivel
enquanto que a paralisia lenta era irreversivel. Isolou-se também peptideos com

propriedades antibacterianas da pegonha de Pachycondyla goeldii (34).

1.7. Ponerineas brasileiras

No sudeste do Brasil, ha varias espécies de ponerineas, sendo as espécies
Odontomachus chelifer e Pachycondyla striata conspicuas em cerrado na regiao
de ltirapina, no Estado de Sao Paulo (Oliveira, 2003; informagdo pessoal).
Entretanto, ha poucos estudos bioquimicos e farmacoldgicos destas pegonhas,
com excecao daqueles ja mencionados acima.

A P. clavata é conhecida em algumas regides do Brasil como tocandira, tem
distribuicdo neotropical. E uma grande formiga predadora de insetos,
especialmente larvas de lepidoptera, e pequenos vertebrados (69). Uma
neurotoxina, denominada poneratoxina, foi isolada da pegonha desta formiga (33)
e utilizada na construgéo de um bioinseticida (38).

38



39

OBJETIVOS



2. OBJETIVOS

Baseado nas consideracdes acima, os objetivos deste trabalho foram:

1. Investigar a atividade fosfolipasica e hemolitica da peconha de P. clavata.

2. Investigar a acdo da peconha de P. clavata em musculo liso ndo vascular
(ileo isolado de rato).

3. Investigar a atividade cardiotoxica da peconha em preparacdes de atrio
direito isolado de rato e de coracédo semi-isolado de barata.

4. Caracterizar a fragcao responsavel pela toxicidade em atrio direito isolado

de rato.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

Acetilcolina, acrilamida, albumina bovina, azul brilhante de Coomassie,
bradicinina, histamina, persulfato de amoénia, serotonina, TEMED e Tris foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Proteinas marcadoras de
massa molecular pré-coradas foram obtidas da Biorad (Carlsbad, EUA), Superdex
G75 foi adquirida da GE Healthcare (Uppsala, Sweden), o glicerol foi da Synth
(Diadema, SP), a acetonitrila da Mallinckrodt (Cidade do México, México) e o
Triton X-100 da USB (Cleveland, OH, EUA). Alcool e Acido acético foram
comprados da Ecibra (Santo Amaro, SP), o isoflurano foi obtido da Cristalia
(Itapira, SP) e os kits para quantificacéo de creatine kinase MB eram da LabLabor
(Sao Paulo, SP). Os sais (grau p.a.) para as solucgdes fisiolégicas eram da Baker,
Mallinckrodt, Merck ou USB.

3.2. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (250-350 g) obtidos do Centro
Multidisciplinar de Investigagdo Bioldgica (CEMIB/UNICAMP). Os ratos foram
alojados 5/caixa, em caixas plasticas com cama de maravalha, a 22+2 °C, sob
ciclo de luz/escuro de 12 h e acesso livre & 4gua e racéo para roedores (Nuvital®).
Os experimentos descritos aqui foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentagédo Animal da UNICAMP (CEEA/UNICAMP, protocolo no. 1905-1).

As baratas (Licophea maderae), obtidas de loja de pesca, foram mantidas
em caixas de vidro com substrato de papeldo. Os insetos tinham agua e ragdo ad
libitum.

3.3. Peconha de formiga

As formigas (P. clavata) foram capturadas no municipio de Carajas, no
Estado do Pard. Foram acondicionadas em caixas de isopor contendo gelo
comum e transportadas ao laboratério, onde foram eutanasiadas por
congelamento. A identificacdo das formigas foi realizada através de chaves
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dicotdmicas e foi confirmada por especialista (Dr. Harold Gordon Fowler, Centro
de Estudos de Insetos Sociais - CEIS, UNESP, Rio Claro, SP).

Quando necessério, as formigas foram descongeladas e a peconha foi
obtida pela leve compressdao das glandulas com uma pinga (sem amassar ou
esmagar a glandula) para expelir a peconha seguida de lavagem das glandulas
com agua destilada. A peconha foi posteriormente centrifugada (3 x 10.000 g, 10
min, 4°C), liofilizada e armazenada a -20 °C até ser utilizada. As solugdes de
peconha foram preparadas em NaCl 0,9% no dia do uso e armazenadas em gelo

até serem utilizadas.

3.4 - Procedimentos experimentais
3.4.1. Conteudo protéico

O conteudo protéico da peconha e das fragcbes cromatograficas foi
determinado pelo método de Bradford (70), usando-se albumina bovina como

padrdo. O ensaio foi realizado em triplicata.

3.4.2. Eletroforese

O perfil eletroforético da peconha foi analisado através de SDS-PAGE,
essencialmente conforme descrito por Laemmli (71). Foram utilizados géis de
acrilamida a 10% e tampao Tris-HCI, pH 8,8, em cuba de minigéis SE260 (GE
Healthcare). A corrida foi realizada com amperagem de 25 mA e voltagem de 100
volts por 2 h. Foram incluidas proteinas marcadoras de massa molecular (Bio-
Rad) em todas as corridas. Terminada a corrida, os géis foram corados com prata
ou com azul brilhante de Coomassie.

3.4.3. Atividade fosfolipasica

O ensaio para a atividade fosfolipasica foi feito segundo Beghini et al. (72).
Neste ensaio utiliza-se como substrato o acido benzdico ligado a nitrogénio, que
ao ser clivado libera o produto colorimétrico. A peconha de Crotalus durissus
terrificus (cascavel) foi usada como controle positivo. No ensaio foram utilizados 1

mg de substrato e 0,1 mg de proteina em tampéao fosfato com pH 8,0 e incubados
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a 37°C por 30 min. A absorbancia foi lida em 420 nm e o ensaio foi feito em
triplicata. A atividade enzimdtica foi expressa em unidade enzimatica, onde cada
unidade corresponde a 1 mg de produto liberado/mg de proteina/min, nas

condi¢cdes experimentais utilizadas.

3.4.4. Atividade hemolitica

A atividade hemolitica foi deteminada usando uma suspensao de 5% de
eritrécitos de ratos lavados em salina (NaCl 150 mM) tamponado com fosfato
(PBS, pH 7.4). Aliquotas (1 ml) foram incubadas com 0,1 mg de peg¢onha durante
30 min a 37°C, e em seguida as amostras foram centrifugadas a 600 g durante 10
minutos. A absorbancia do sobrenadante foi entdo lida a 540 nm e comparada
com uma curva-padrao obtida de diluicdes seriadas do controle positivo (eritrocitos
lisados em PBS + Triton X-100); o controle negativo foi uma suspensao de 5% de
eritrécitos lavados em PBS (pH 7.4) (28). Foram realizados testes com peconha
aquecida a 100 °C por 20 min.

3.4.5. Fracionamento por FPLC

A pecgonha foi fracionada por gel filtragdo em FPLC usando-se coluna de
Superdex 75 (Tricorn 1 cm x 20 cm) equilibrada com Tris-HCI 50 mM, pH 8. As
proteinas foram eluidas com o mesmo tampao em fluxo de 0,3 ml/min e o perfil de
eluicdo foi monitorado a 214 e 280 nm usando um sistema cromatografico
AKTApurifier10. Fragcdes de 1 ml foram coletadas e avaliadas por atividade

bioldgica.

3.4.6. lleo isolado de rato

Os animais foram eutanasiados com isoflurano e o ileo foi retirado e
colocado em solugcédo de Tyrode (composi¢cao, em mM: NaCl 137; NaH,PO4 0,42;
NaHCO3; 11,9; CaCl, 1,8; MgCl, 0,49; KCI 2,7 e glicose 11,1), pH 7,4 quando
borbulhada com carbogénio (95% Oz + 5% CO,). Apds limpeza, fragmentos do
ileo (4 cm) foram montados sob uma tensédo de 2,1 g num banho contendo 10 ml
de solugdo Tyrode borbulhada com carbogénio a 37°C. A atividade contréatil do
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tecido foi registrada através de transdutores isoténicos conectados a um poligrafo
(GraphTec). Apés 30 min para estabilizagdo, a reatividade da preparacao foi
testada utilizando acetilcolina (0,1 uM), e em seguida doses crescentes (nao
cumulativas) com lavagens entre concentragdes da peconha foram aplicadas e a
resposta registrada até atingir um maximo. As contracées foram expressas
relativas a contracdo maxima obtida com acetilcolina.

Para avaliar a possibilidade de desensibilizacdo do tecido pela aplicacdo de
varias concentracdes de peconha no mesmo tecido foram usados dois protocolos.
No primeiro, a curva concentragdo-resposta foi obtida aplicando-se apenas uma
concentragdo de peconha por tecido, ou seja, concentragdes individuais e néo
cumulativas. No segundo, o tecido foi incubado com apenas uma concentracao
fixa de peconha que foi aplicada trés vezes consecutiva, com lavagem do tecido
entre os testes. Os registros foram obtidos e os resultados expressos conforme

indicado acima.

3.4.7. Atrio isolado de rato

Os ratos foram heparinizados, ap6s quinze minutos foram anestesiados com
isoflurano e foi realizada a torocotomia bilateral. Em seguida, os corac¢des foram
rapidamente removidos e mergulhados em solucdo de Krebs-Henseleit
(composicdao, em mM: NaCl 118; KCI 4,7; CaCl, 2,5; MgSO,4 0,45; NaHCO3; 25;
KH>PO4 1,03; D-glicose 11,1; acido ascérbico 0,14; pH 7,4). Logo apds, o atrio
direito foi isolado do musculo cardiaco e limpo antes de ser montado sob tensao
de 1 g em um banho de érgdo contendo 20 ml de solucdo de Krebs-Henseleit
mantida a 37°C e continuamente gaseificada com 95% Oz + 5% CO; (73). A
frequéncia e a forga contratil foram registradas continuamente através de um
transdutor isométrico acoplado a um pré-amplificador e computador
(ADInstruments, Castle Hill, Australia), e os registros foram feitos com o software
Chart 6 (PowerLab, ADInstruments). Apos 45 min de estabilizacao, os atrios foram
lavados trés vezes com solucdo de Krebs-Henseleit e, ap6s adicdo de nova
solucédo, foram incubados por mais 15 min para permitir recuperagao de eventuais

efeitos das lavagens. Em seguida, foram incubados ou com solu¢cao de Krebs-
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Hensleit (controles) ou com peconha (0,125 - 10 ug/ml). A freqiéncia cardiaca

atrial e a forga de contrag&o foram monitoradas durante 60 min (Fig. 3).

2864

heparinizagdo anestesia toracotomia remogaodo isolamento montagem banho
(500Ul/kgi.v. 15 min) (isoflurano) bilateral coracédo do atrio pH=7,4-0,95% e
exsanguinamento C0O,5%

registro
Peconha 9

40 min 20 min ‘ 60 min

! estabilizagao ' estab. (l) duragao

lavagem3X

Figura 3. Esquema dos protocolos realizados com atrio direito isolado de rato (74). KH —

solucao Krebs-Henseleit.

Para investigar o possivel dano tecidual causado pela peconha em atrio
isolado foi quantificada a liberagdo da enzima creatinoquinase-MB (CK-MB) e feita
a andlise histoldgica do tecido. Para a quantificacdo de CK-MB, foram coletados
200 pl de solugédo do banho antes da adicao de peconha (basal) e ao final do
experimento (apds incubacdo de 60 min com a peconha). A atividade CK-MB foi
determinada pelo método cinético usando kits comerciais (Laborlab, Sdo Paulo,
SP), seguindo-se as instrucoes do fabricante. Os resultados foram expressos em
U/ml, e a leitura foi feita usando-se um espectrofotdmetro DU 800 (Beckman
Coulter).

Para analise histolégica, ao final do experimento, o tecido atrial foi fixado em
formol tamponado (10%) durante 18 h. Apés trés lavagens por 15 min, o tecido foi
desidratado em gradiente crescente de etanol, seguido de diafanizagcdo em xylol,
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embebicdao e inclusdo em parafina (Histosec-Merck). Seccées de 5 um de
espessura foram obtidas (micrétomo Leica RM 2245, Alemanha), e as laminas
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) para posterior andlise das
alteracdes histologicas. As laminas foram examinadas em microscépio Leica DM
5000B e as imagens foram captadas, processadas e analisadas usando uma
camara CCD Leica CTR 5000 e softwares de processamento e andlises de

imagem Leica Q Win Plus v.3.2.0.

3.4.8. Coracao semi-isolado de barata

A atividade cardiotéxica da peconha e de fragcdes também foi avaliada
usando-se a preparacao de coracdao semi-isolado de barata (Leucophea madere)
(75,76,77). Os insetos foram mantidos a temperatura ambiente em terrario de
vidro com acesso livre a agua e racao. Para uso, os insetos foram anestesiados
com cloroférmio e imobilizados com a superfice ventral voltada para cima. Com a
ajuda do microscopio esteroscopico, foi feita uma incisdo abdominal para expor os
orgéos internos. O trato digestivo e outras visceras foram deslocados para expor o
coracao que foi banhado em salina a temperatura ambiente. Apés 10 min para
estabilizacao da frequéncia cardiaca, a pe¢onha ou fracao purificada (em 10-30 pl
de salina) foi aplicada ao coracéo e as alteragdes foram monitoradas durante 30
min. A freqUéncia cardiaca foi monitorada continuamente com camera de video

montada no microscopio.

3.4.9. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + EPM, a anélise estatistica
foi feita através do teste t de Student ou da andlise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida pelo teste de Tukey-Kramer. Valores de p<0,05 foram considerados
significantes. Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o software
Prism versao 4 (Graphpad Inc., La Jolla, CA, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Conteudo protéico e perfil eletroforético

A dosagem protéica mostrou que o conteludo protéico da peconha de P.
clavata corresponde a 64+11% (n=6) do peso seco.

A andlise eletroforética mostrou que a peconha possui varias bandas
protéicas, com predominancia de quatro componentes de aproximadamente 110
kDa, 65 kDa, 38 kDa e 22,5 kDa (Fig. 4).

M
119 kDa
79 kDa

46 kDa

A 5 —
31 kDa -
| ———

24 kDa

19 kDa

Figura 4. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) da peconha (25 e 50 pg) de P. clavata. Foi
usado um gel de acrilamida de 10% e as proteinas foram visualizadas usando coloragéao
por prata. As posigdes dos marcadores de massa molecular (M, em kDa) estdo indicadas

a esquerda.

4.2. Atividades fosfolipasica e hemolitica
A Figura 5A mostra a atividade fosfolipasica da pegconha de P. clavata
durante 30 min de incubacdo. A atividade especifica da peconha foi de 0,141

U/mg. O aquecimento prévio da peconha (100°C, 20 min) aboliu a atividade
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fosfolipasica.
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Figura 5. A. Atividade fosfolipasica da peconha de P. clavata (0,1 mg/ml). B. Atividade
hemolitica da peconha de P. clavata em suspensao de eritrécitos de ratos. Os pontos em
A e B sdo a média + EPM de seis animais. *p<0,05 comparado com pegonha nao

aquecida.
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A Figura 5B ilustra a atividade hemolitica da peconha de P. clavata,
mostrando que é dependente da concentracdo testada. Conforme visto com a
atividade fosfolipésica, o aquecimento prévio também aboliu a atividade hemolitica
da peconha.

4.3. Perfil cromatografico

A cromatografia da peconha de P. clavata por gel filtracdo em resina
Superdex 75 resultou em cinco picos principais (P1-P5), com o primeiro pico
apresentando boa resolugcdo em relacdo aos demais (Fig. 6). Estes picos
corresponderam, respectivamente, a 26%, 17%, 24%, 25% e 8% da proteina
recuperada. A andlise eletroforética destes picos mostrou que o pico P1 continha
uma proteina majoritaria de 35 kDa e um componente menor de ~24 kDa; os
outros picos continham proteinas de ~20-30 kDa.

P8 P4 PS5

1.6+

-
N
1

Absorbancia (280 nm)
=] =]
s ¢

0.0

(] 5 10 15 20 25
Tempo (min)

Figura 6. Perfil de eluicdo da pegonha de P. clavata apos gel filtracdo. A peconha (5 mg)
foi dissolvida em 0,05 M Tris-HCI, pH 8,0, e fracionada conforme descrito nos Métodos.
Detalhe: Perfil eletroforético de P1 a P5 (50 ug cada) em gel de 10%. As bandas de
proteinas foram detectadas através da coloragdo com azul brilhante de Coomassie.
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4.4. ileo isolado de rato

A Figura 7A mostra a curva concentracao-resposta obtida em ileo de rato
incubado com concentragcbes crescentes (ndo-cumulativas) da peconha de P.
clavata. A resposta maxima (~50% da resposta a acetilcolina) foi obtida com 0,3
ug/ml, ndo sendo alterada por concentracbes até 3 pg/ml, o que sugere a
possibilidade de dessensibilizacdo desencadeada pela exposicdo repetida a
peconha. De fato, quando as concentracbes de peconha foram testadas
individualmente (apenas uma concentracao por tecido), nao foi visto achatamento
da curva concentracado-resposta (Fig. 7B); neste caso, a resposta maxima
observada com a maior concentracao testada foi quase igual a da ACh (comparar
com o maximo de 50% visto no protocolo anterior). Quando a mesma
concentracao foi testada repetidas (irés) vezes, observou-se uma redugdo em
>50% nas respostas a segunda e terceira exposicdes quando comparado a
primeira (a primeira resposta correspondia a 65% da contragdo obtida com ACh
enquanto a segunda e terceira reposta correspondia a 25% desta maxima) (Fig.
7C). Esta dessensibilizacdo era especifica para a peconha, ndo sendo observada
alteracdo na resposta a ACh apés as incubag¢des com peconha.

A Figura 8 mostra que dos picos cromatograficos da peconha de P. clavata
obtidos por excluséo molecular, apenas o primeiro (P1) causou contragdo do ileo
semelhante aquela observada com a pegonha. Todos os picos foram testados na
mesma concentracdo (1 pg/ml).
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gura 7. Contracao induzida pela pegonha de P. clavata em ileo isolado de rato. A. Curva
concentracao-resposta de peconha de P. clavata no mesmo fragmento de ileo isolado de
rato. B. Curva concentragdo-resposta obtida usando apenas uma concentragcao de
peconha em cada ponto por fragmento de ileo. C. Contragbes obtidas em ileo exposto a
mesma concentragdo de peconha de P. clavata (1 ng/ml) repetidas (trés) vezes, com
lavagem entre as incubacbes (incub). Em A e B, as contracfes s&o expressas como
porcentagem da resposta a ACh (0,1 uM). Os pontos ou colunas sdo a média + EPM de

seis animais. *p<0,05 comparado a resposta a primeira incubacao.
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Figura 8. Contracao induzida pelos picos cromatogréaficos da pe¢conha de P. clavata em
ileo isolado de rato. A peconha e todos os picos foram testados na mesma concentragéo

(1 pg/ml). As colunas séo a média + EPM de seis animais.

4.5. Atrio direito isolado de rato

A Figura 9A mostra tracados representativos da acdo da peconha de P.
clavata sobre o atrio direito de rato. Nota-se uma contratura progressiva (aumento
da linha de base) do tecido que depende da concentracdo de peconha testada,
sendo significativa com a maior concentragao (10 pg/ml) a partir dos 5 min; nao
houve alteracao significante com as outras concentragbes (Fig. 9B). Nas
concentragbes de 0,25 e 0,5 pg/ml houve também um aumento de curta duragéao

da forga de contracao antes da contratura (Fig. 9A).
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Figura 9. Alteragbes induzidas por pegonha de P. clavata em atrio isolado de rato. A.
Reducgéo na forga contratil do atrio direito isolado de rato, incubados com peconha de P.
clavata. Nota-se a contratura muscular (aumento da linha de base), produzida por
concentragdes = 0,25 pg/ml. Estes tracados s&o representativos de seis animais para
cada concentragdao de peconha. B. Reducédo da contratura muscular (g) produzida por
peconha de P. clavata. Os pontos representam a média + EPM (n = 6). **p<0,05
comparado com os valores basais (tempo zero) (*) e com o grupo controle (sem peconha)

(*)-
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A Figura 10 mostra os efeitos secundarios da peconha de P. clavata sobre a
forca de contracdo e a freqUéncia atrial, tendo em ambos 0s casos uma queda
progressiva, dependendo da concentracdo de peconha testada. Estes efeitos sé&o
considerados secundéarios uma vez que resultam do efeito principal da peconha,
que é a contratura marcante que leva a diminuicdo da forca contratil e da
frequéncia.

Os efeitos das fracdes cromatograficas no atrio direito isolado de rato estao
mostrados na Figura 11. Tanto os tragados representativos de cada pico (Fig.
11A) quanto os valores médios (Fig. 11B) mostram que apenas o pico P1
apresentou o perfil de atividade (forte contratura e subida da linha de base) visto
com a peconha. No caso do pico P3, houve aumento na forca contratil sem
alteracdo marcante na linha de base. Conforme visto com a peconha, a contratura
marcante causada pelo pico P1 resultou em diminuicdo secundaria na forca
contratil (Fig. 12A) e freqiéncia (Fig. 12B) em é&trio direito isolado de rato. Além
disso, o pico P3 provocou pequeno aumento na forga contratil nos primeiros
minutos apos aplicacdo, mas nao houve diferenga significativa em relagao aos
valores basais (Fig. 12A). O aquecimento (100°C, 20 min) do pico P1 nao afetou
sua capacidade de induzir contratura em tecido atrial (Fig. 12C).
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Figura 10. Os efeitos secundarios da pe¢onha de P. clavata sobre a forga contrétil (A) e a
frequéncia (B) do atrio isolado de rato. Os grupos controle foram incubados com solucao
de Krebs-Henseleit. Os pontos representam a média + EPM (n = 6). “*p<0,05 comparado

com os valores basais (tempo zero) (#) e com o grupo controle (sem peconha) (*).
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Figura 11. A. Alteragbes na forga contratil de atrio isolado de rato incubado com os picos
cromatograficos (P1-P5) da peconha de P. clavata obtidos por gel-filtracdo. Note-se a
contratura muscular acentuada (aumento da linha de base) produzida pelo pico P1
(compare com a Fig. 9A). Estes tracados sédo representativos de seis animais para cada
concentracao da pecgonha. B. Valores médios da contratura muscular (0,5 pg) produzida
pelos picos cromatograficos da peconha de P. clavata. Os pontos representam a média +
EPM (n = 6). *,*p<0,05 comparado com os valores basais (tempo zero) (#) e com o grupo

controle (sem peconha) (*).
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Figura 12. Efeitos secundarios dos picos cromatograficos da pegonha de P. clavata sobre
a forca contratil (A) e frequéncia (B) do atrio direito isolado de rato. Todas as fragdes
foram testadas na mesma concentracdo (0,5 pg/ml). (C) Auséncia de efeito do

aquecimento

todos os casos, os controles foram incubados com solug¢ao de Krebs-Henseleit. Os pontos

sao a média

15
Tempo (min)

(100°C, 20 min) sobre a contratura muscular produzida pelo pico P1.

*

+ EPM (n = 5-8). * p<0,05 comparado com os valores basais (tempo zero)

(*) e com o grupo controle (sem peconha) (#).
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A Figura 13 mostra que houve liberacdo significante da enzima CK-MB de
atrio isolado de rato apds 60 min de incubacdo com peconha de P. clavata e pico

P1 (0,5 pg/ml cada). Esta liberacao n&o foi abolida pelo aquecimento.
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Figura 13. Liberacao de CK-MB por atrio direito isolado de rato incubado com peconha de
P. clavata e pico P1. Basal e final - antes e depois de incubagao por 60 min com pegonha
ou P1. Os atrios controle foram incubados com solugéo de Krebs-Henseleit. As colunas
sd0 a média + EPM (n = 6). *p<0,05 comparado com os valores basais (*) e com o grupo
controle (#) ap6s 60 min.

As alteragbes histoldégicas observadas apo6s incubagcdo com pico P1
aquecido estdo mostradas na Figura 14, onde é possivel ver lesdo dos
cardiomiécitos e desorganizagdo das fibras musculares quando comparado ao

tecido controle incubado apenas com solugdo Krebs-Henseleit.
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Figura 14. Dano tecidual em atrio direito isolado de rato incubado com pico P1 aquecido

(100 °C, 20 min) da pegonha de P. clavata. A e A1 - atrio controle (60 min em solugéo de
Krebs-Henseleit), mostrando o musculo cardiaco normal com fibras bem organizadas. B e
B1 - atrio incubado com pico P1 aquecido (0,5 pyg/ml). Em ambos os casos, o dano
tecidual foi avaliado apo6s incubacdao de 60 min. As setas indicam cardiomiocitos
danificados e desorganizacao das fibras musculares. Corte tranversais (A e B) e

longitudinais (A1 e B1) corados com hematoxilina-eosina. Barras de escala: 20 um.

4.6. Coracao semi-isolado de barata

Em coracdo semi-isolado de barata a pegonha diminuiu a frequéncia
cardiaca de maneira dependente da dose, com retorno a freqiéncia normal em
doses menores (<10 ng); ndo houve recuperagdao com 100 ug de peconha (Fig.
15).
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Figura 15. Agao da peconha de P. clavata sobre a freqiiéncia cardiaca em coragao semi-
isolado de barata. Os controles foram incubados com solugédo salina. Os pontos séo a
média £ EPM (n =8).
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5. DISCUSSAO

5.1. Composicao geral da peconha de P. clavata

Os resultados deste estudo mostram que a peconha de P. clavata é
composta principalmente de material peptidico/protéico (~64%), com proteinas de
massa molecular de 21 kDa a 116 kDa. Estes achados estdo de acordo com
peconhas de outras espécies de formigas, tais como a de S. invicta (78), porém
nesta peconha ha abundancia de proteinas com até ~39 kDa. Na pegconha de P.
triplarinus predominam mymexinas com ~7 kDa (29). Em peconhas de outras
formigas como a M. pilosula observam-se, em gel de eletroforese, diversas
bandas de baixa massa molecular e algumas bandas com até 97 kDa. A analise
dos componentes de baixa massa revelou a presenca de diversos peptideos
denominados pilosulinas (31). Em estudo dos alérgenos desta mesma formiga
foram observadas proteinas de 6 a 89 kDa (32). Em Solenopis e Mirmicaria sao
encontrados ainda componentes de baixa massa molecular como alcalbides
(46,50,51). Além disso, componentes volateis foram observados em formigas do
género Pachycondyla (53). Da peconha de P. clavata, apenas a poneratoxina tem
sido bem caracterizada (35,37). Um glicofosfolipideo toxico para insetos e
formador de poros na membrana também foi encontrado na pegonha desta
espécie (25).

E possivel ainda que alguns dos componentes observados no perfil
eletroforético sejam contaminantes das células que compdem a membrana do
reservatério de pegonha e que sua presenca resulta do processo de extragdo da

peconha ou mesmo de secre¢cdo merdcrina ou holdcrina.

5.2. Atividades fosfolipasica e hemolitica

A atividade fosfolipasica da peconha de P. clavata foi moderada em
comparag¢ao com peconhas como a de S. invicta e de algumas vespas, que tem
alta atividade fosfolipasica (79). A fosfolipase encontrada na pegonha de S. invicta
€ uma das principais responsaveis pelos efeitos de hipersensibilidade em
pacientes picados (26,78). Em envenenamentos os efeitos clinicos provocados
pelas fosfolipases podem ter intensidades distintas em decorréncia da quantidade
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de toxina injetada, tendo em vista que ha diferencas no tamanho do reservatério
de peconha em diferentes animais (8).

A peconha de P. clavata causou hemdélise, assim como peconhas de outros
hymendpteros como Pogonomyrmex barbatus (80), e vespas de género Vespula
(17), Vespa orientalis (19) e Polistes lanio lanio (ver Capitulo 2). Entretanto, nos
envenenamentos relatados por picadas de tocandeiras (P. clavata) nao ha
descricoes de hemolise (9). A auséncia de hemdlise na clinica pode estar
relacionado a baixa quantidade de peconha injetada ou a diferencas na
sensibilidade entre espécies. Em envenenamentos macicos por picadas de
algumas vespas observa-se rabdomidlise e insuficiéncia renal aguda (13,14,19)
devido a capacidade de fosfolipases e outras toxinas de clivar membranas
celulares. Efeitos locais como necrose e hemorragia foram relatados para picadas
de formigas (81) e também podem estar relacionados a acao fosfolipasica capaz
de provocar lesbes na membrana celular. Conforme mostrado aqui, tanto a
atividade fosfolipdsica quanto a atividade hemolitica da pegonha foram
termolabeis, tendo sua atividade abolida pelo aquecimento. O paralelismo
observado entre a sensibilidade destas duas atividades ao calor sugere que ha
relacdo entre elas. Esta conclusdo esta de acordo com outros estudos mostrando
relacdo direta entre atividade hemolitica e presenca de atividade fosfolipasica em
peconhas de himenopteros (26,82). Entretanto as fosfolipases podem nao ser a
unica classe de moléculas responsaveis por este efeito, pois diversos peptideos
citotbxicos com atividade hemolitica tém sido isolados de peconhas de
himenopteros (33,34,39,42,43).

5.3. Fracionamento da peconha

O fracionamento por gel filtracdo resultou em cinco picos, o primeiro dos
quais tinha componentes de alta massa molecular; este pico apresentou atividade
em ileo isolado e atrio isolado. Piek et al. (35), que investigaram os efeitos da
peconha de P. clavata em sistema nervoso periférico de barata e musculo liso de
mamifero, identificaram trés fragdes tdxicas que bloqueiam a transmissao

singptica em sistema nervoso de inseto. Duas destas toxinas eram agonistas em
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musculo liso de mamifero: uma foi caracterizada contendo cininas e a outra
fracao, mais ativa, foi recromatografada e resultou na purificacdo de poneratoxina,
um peptideo com 25 aminoécidos.

Os resultados obtidos aqui sugerem que a toxina presente no pico P1 de gel-
filtracao tem alta massa molecular, ndo devendo ser, portanto, uma cinina nem a
poneratoxina, exceto se houvesse contaminacdo por conjugagao com algum

componente de alta massa molecular.

5.4. Acao em ileo isolado de rato

Algum componente de alta massa molecular presente na peconha de P.
clavata é responsavel pela atividade em ileo isolado, onde produz contragdo em
baixas concentragdes. A relevancia clinica desta atividade é desconhecida devido
a raridade de casos graves de envenenamentos por esta espécie de formiga.
Entretanto, ha relatos de nausea em individuo picados por Dinoponera gigantea
(9), o que pode resultar da acado de toxinas da peconha desta formiga no sistema
nervoso central.

A toxina presente no pico P1 da peconha de P. clavata causou
desensibilizacdo em ileo, conforme mostrado pelos diferentes protocolos usados
aqui. Diversas moléculas causam efeito semelhante (83), sendo a ativacao
colinérgica via receptores muscarinicos uma das vias comuns de desensibilizagéo
em ileo. Entretanto, nos experimentos realizados no presente trabalho, a resposta
a ACh nao foi afetada pela administracdo sucessiva do pico P1 na mesma tira de
ileo, indicando que o mecanismo envolvido na desensibilizagdo pelo pico P1 néo
envolve a via colinérgica.

Varios estudos tém mostrado que as fosfolipases podem aumentar a forga
contratil e causar contratura em diversos érgaos isolados através da mobilizacdo
de Ca* intracelular; pode também haver uma desensibilizagao lenta pela agdo em
outros receptores (84,85). No presente estudo, a atividade fosfolipasica foi
encontrada em varios picos cromatograficos, especialmente pico P4 (dados néo
mostrados), enquanto o efeito em ileo esta presente no pico 1. Este achado indica
que a atividade fosfolipasica desta peconha nao é responsavel pela agcao contratil
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no ileo, pois a maioria das fosfolipases descritas tém massa molecular de 12 a 15
kDa (86) e no pico P1 predomina uma toxina de 35-40 kDa. Por outro lado, foi
isolada uma serinoprotease, denominada magnvesina, com atividade
anticoagulante (87) isolada de peconha de Vespa magnifica, algumas proteases
da classe 5 tém massa molecular compativel com a dos componentes presentes
no pico P1. Por dltimo, notamos que a atividade fosfolipasica da peconha foi
abolida por aquecimento, enquanto a da toxina presente no pico P1 nao foi
afetada pelo aquecimento, indicando que toxinas diferentes sdo responsaveis por
estas atividades.

5.5. Acao em atrio direito isolado de rato

Peconhas de formigas produzem wuma variedade de alteragdes
cardiovasculares, incluindo hipotensao (associada freqientemente com reacdes
de hipersensibilidade a peconha) e arritmias cardiacas mediadas por enzimas
(como PLA;) e alcaléides; pode haver também a liberacdo de mediadores
endogenos como histamina e eicosandides (prostaglandinas) (45,66,88). (9)
relataram que a picada da falsa tocandira (D. gigantea) causa uma variedade de
manifestagdes, incluindo dor, sudorese, nauseas, voémitos, mal estar, taquicardia e
linfadenopatia axilar.

Como mostrado aqui, a pegonha de P. clavata (0,125-10 pg/ml) produziu
contratura atrial (aumento de tensdo na linha de base), que foi maior na
concentracdo mais elevada. Esta contratura marcante resultou em uma diminui¢ao
secundaria da contratilidade atrial e bradicardia. A diminuicdo da frequéncia
cardiaca tem sido observada com pec¢onhas de himendpteros, tais como o da
abelha solitaria Pauperata anthophora (89). Com outros artropodes, como
escorpides, a bradicardia e diminuigdo da forga contratil produzidas pela peconha
sdao mediadas pela estimulagcdo colinérgica, resultando em liberacdo de
acetilcolina (90,91). A contratura marcante tem sido observada em atrio e coracao
isolados de ratos expostos a pegonhas e toxinas ofidicas (92,93,94,95,96,96), mas

poucos estudos tém examinado este efeito em peconhas de formiga.
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A contratura muscular é geralmente indicativa de disturbios na homeostase
de Ca?* celular (entrada descontrolada de Ca?* extracelular e liberagdo macica de
Ca®" intracelular). Hirata et al. (97) descreveram mastoparanos capazes de regular
a liberacao de calcio sarcoplasmatico em musculo esquelético. A ectatomina, uma
toxina isolada de Ectatomma tuberculatum, age na membrana celular formando
canais, e age também em canais de calcio de miocéardio isolado de rato (57). No
caso da peconha de P. clavata, a entrada de Ca®* extracelular pode ser mediada
pela presenca de um potente ativador de canais de calcio dependentes de
voltagem do tipo L presentes na peconha, com o consequente influxo de Ca®*,
levando a contracdo pronunciada. Alternativamente, a peconha pode conter
ativadores de canais de calcio sensiveis a rianodina presentes no reticulo
sarcoplasmatico que levaria & liberacdo de Ca®* de estoques intracelulares,
conforme descrito para pegonhas de escorpido (98,99). Adicionalmente, a toxina
presente na peconha poderia provocar a lesdo muscular, exercendo uma acao
cardiotoxica. O rompimento da integridade da membrana celular de cardiomiocitos
pode resultar em distdrbios na homeostase do Ca® intracelular e na contratura
muscular (100).

Embora ndo tenha sido identificado o componente da pegconha responsavel
pela acdo no atrio isolado, a constatacdo de que apenas um pico, o principal
componente do qual tinha uma massa molecular de 35-40 kDa, reproduziu os
efeitos da peconha sugere que a toxina envolvida provavelmente nao seja a
poneratoxina (2756 Da), que afeta a contratilidade muscular, interferindo com a
atividade do canal Na* (37). No entanto, pelo menos no caso da pegonha total,
nao podemos excluir a possibilidade de uma agdo combinada entre o(s)
componente(s) do pico P1 e poneratoxina, com o prolongamento da abertura de
canais de Na* que poderia aumentar a ativagdo de canais de Ca®** dependentes
de voltagem e resultar em maior entrada de calcio extracelular.

Com concentragdes de 0,25 e 0,5 ng/ml de peconha houve um aumento na
frequéncia e forca contratil dos atrios logo apés aplicacao, antes da contratura
muscular. Este aumento sugere um efeito adrenérgico transitério nos primeiros

minutos de incubagdo com a peconha bruta. Este efeito provavelmente nao foi
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observado com 10 pg/ml, pois foi mascarado pela contratura muscular intensa
nesta concentracdo. Quando os picos foram testados, esta contracdo maior
ocorreu no pico P3 e foi abolida por propranolol mostrando que o componente
ativo presente no pico P3 age através de receptores B-adrenégicos, e foi mais
persistente do que a resposta transitéria vista com o pico P1 antes de contratura.
Estes resultados sugerem que a peconha contém pelo menos dois componentes
ativos no tecido atrial: um que produz contratura muscular semelhante aos efeitos
da alta concentracdo da peconha (pico P1) e outro que produz os efeitos
transitérios vistos em concentracées mais baixas de peconha, com um aumento
prolongado da contratilidade muscular, mas relativamente pouca contratura (pico
P3).

5.6. Lesao cardiaca

A peconha de P. clavata e o pico P1 causaram uma liberacao significante de
CK-MB, um achado sugestivo de lesdo da fibra muscular. Esta conclusao foi
confirmada por analise histolégica que revelou desorganizagdo das fibras
musculares e dano celular. No entanto, € improvavel que esse dano, que podera
levar & entrada descontrolada de Ca®* extracelular, tenha sido a principal causa da
marcante contratura atrial, tendo em vista o rapido inicio desta contratura.
Entretanto, isso ndo exclua a possibilidade de que o mesmo componente da
peconha seja responsavel por ambas as acdes. Em apoio a estes achados sobre
o dano celular, outros estudos relataram que peconhas de formiga sao citotoxicas
em varios tipos de células (27,28,45,101,102). Esta citotoxicidade poderia ser
mediada por PLA; presente nestas pegonhas (27,103,104,105).

A lesao dos cardiomiécitos sugerida pela liberagdo de CK-MB foi confirmada
pela analise histoldgica. Nesta analise, verificou-se rompimento dos cardiomiocitos
e desorganizacao das miofibrilas. O pico P1, mesmo apds o aquecimento, foi
capaz de lesar as membranas celulares. Em envenenamentos maci¢os por
picadas de himenopteros (13,14), relata-se cardiotoxicidade, que pode ser devido
a acao direta de toxinas no miocardio ou indireta, através de aumento nos niveis

de K" sérico (levando a arritmias cardiacas) apés hemdlise intravascular macica.
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Em envenenamentos humanos por ponerinas brasileiras ndo ha relatos de lesao
cardiaca (9), talvez pela baixa quantidade de peconha injetada, pela pequena
distribuicao das toxinas de alta massa molecular presentes no pico P1, ou mesmo
pela falta de estudos sobre o assunto. Por outro lado, a persisténcia destas
toxinas no local da picada pode resultar em efeitos locais, tais como necrose e

resposta inflamatdria.

5.7. Acao em coracao semi-isolado de barata

O coragcdao semi-isolado de barata tem sido usado em estudos
farmacolégicos e toxinolégicos. Conforme demonstrado aqui, a peconha de P.
clavata causou efeito cronotropico negativo marcante nesta preparacao,
dependendo da dose. Piek et al. (35) observaram a presenga, em peconha de P.
clavata, de trés fragdes que bloqueiam a transmissao sinaptica central em baratas,
sendo que duas delas foram identificadas: um peptideo (poneratoxina) e uma
glicoproteina. Essas toxinas poderiam contribuir para o efeito observado aqui uma
vez que o coragao de barata tem sua freqiiéncia controlada pelo sistema nervoso
central. Sendo assim, a queda da freqiiéncia cardiaca em coracao de barata pode
ter sido provocada por atuagdo da peconha diretamente sobre o tecido cardiaco
ou indiretamente, através de bloqueio do controle neuronal que o sistema nervoso

central exerce sobre este 6rgao.
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6. CONCLUSOES

Baseado nos resultados apresentados acima, concluimos que a peconha
de P. clavata:

1. Contém varias proteinas, com predominio de componentes com massas
moleculares de 22,5, 38, 65, e 100 kDa.

2. Possui atividade fosfolipasica e causa hemolise, ambas sdo mediadas
por componente termosensivel.

3. Contrai musculo liso ndo vascular (ileo de rato), e causa desensibilizacao
da resposta depois de repetidas incubacoes.

4. Produz contratura em atrio direito isolado de rato, acdo esta que é
termoestavel.

5. Possui cinco picos principais quando fracionada por gel filtragdo, sendo
que o pico P1 é responsavel pela contracao de ileo de cobaia e pela toxicidade em
atrio isolado.

6. Exibe um efeito cronotrdpico negativo em coracdo semi-isolado de

baratas.
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1. INTRODUCAO

1.1. Familia Vespidae

A familia Vespidae é dividida em cinco subfamilias: Stenogastrinae, Apinae,
Eumeninae, Polistinae e Vespinae (106). As subfamilias Vespinae e Polistinae
ocorrem no Brasil e contém a maioria das vespas sociais, que sao popularmente
denominadas marimbondos. A Figura 1 mostra a relacdo filogenética entre as

subfamilias da familia Vespidae baseada em analise de DNA ribossémico.

Y Vespa crabro
8 1 Provespa nocturna } Vespinae

Vespula germanica

17 , .
L2 Polistes dominulus

18
@ 30@ L1, Polistes saggittarius } POliStinae

Ll Belonogaster petiolata

34

— 2! Fumenes spp.

41 — 4 Ancistrocerus oviventris } Eumeninae

@l

2. Ancistrocerus nigricornis

3. Apis mellifera .
52 I
2. Apis dorsata Aplnae

b Parischnogaster mellyi
56 48 16 Liostenogaster vechti } Steno g astrin ae
|__23_ FEusrenogaster fraterna

Outgroup

Figura 1. Filogenia da familia Vespidae. Os valores acima dos ramos representam
0s comprimentos dos ramos e os valores circulados representam os valores de
bootstrap. Fonte: (106).

1.2. Aparato venenifero de vespas
Algumas espécies de vespideos ndo sdo capazes de ferroar, pois tém um
aparato venenifero pouco desenvolvido ou ausente. Por outro lado, varias

espécies tém um aparato venenifero desenvolvido sendo, portanto, capazes de
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ferroar. O aparato venenifero é considerado um ovipositor modificado. A Figura 2

apresenta esquematicamente o aparato venenifero de vespideos (107).

Gac

Figura 2. Aparato venenifero de um vespideo. Ga — glandula anexa,
Gac — glandula associada, Dv — ducto de pegonha, F —ferrédo e Sv —

reservatério de pegonha. Fonte: (107).

1.3. Composicao das peconhas de vespas
Em peconhas de vespas predominam componentes protéicos como proteinas,
peptideos e glicoproteinas, além de aminoacidos, aminas biogénicas,

catecolaminas e alguns componentes volateis (33,108,110).

1.3.1. Proteinas
As peconhas de vespideos contém diversas proteinas, com ou sem atividade

enzimatica, e massa molecular variada. Assim, é relatada a presenca de esterase,
fosfolipase (PLA), fosfatases acida e alcalina, fosfodiesterase, hialuronidase,
lipase, e protease (26,111). Soldatova et al. (112) isolaram e sequenciaram uma
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fosfolipase Ay (PLA¢) da peconha de Dolichovespula maculata, mostrando sua
similaridade com lipases de mamiferos. Ja Ho et al. (113) isolaram trés toxinas
com atividade fosfolipasica da peconha de Vespa verutina, sendo uma delas uma
PLA1. A agelotoxina da peconha de Agelaia pallipes pallipes € uma PLA, de 14
kDa que ocorre na forma monomérica (114). Foram purificadas e caracterizadas
fosfolipases B da peconha de Vespa mandarinia nas formas o € B com massas
moleculares de 29,5 e 26 kDa, respectivamente (115). Haim et al. (116)
purificaram e caracterizaram uma enzima proteolitica com atividade anticoagulante
da peconha de Vespa orientalis. Um estudo prote6mico de alérgenos de peconha
Vespula identificou hialuronidase e fosfolipases (110). Além destas, tém sido
identificadas diversas enzimas em peconhas de vespas como metaloprotease,

serinoprotease, fosfatase acida, arginino-cinase e elastase (87,117,118,119).

1.3.2. Peptideos

As peconhas de vespa contém diversos peptideos com atividades biologicas
como mastoparano C e crabrolina da peconha de Vespa crabro, bombolitinas em
peconha de Megabombus pennsylvanicus (120,121), pompilidotoxina em
peconhas de Anoplius samariensis e Batozonellus maculifrons (122) e
tridecapeptideos bioativos denominados HP-1, HP-2 e HP-3 em peconha de
Vespa basalis (123). Um mastoparano tetradecapeptideo com atividade litica foi
encontrado na peconha da vespa solitaria Anterhynchium flavomarginatum micado
(124). A atividade hipotensora do mastoparano B de V. basalis € potencializada
pela substituicdo de D-aminoacidos (125).

Algumas pegonhas possuem cininas neurotdxicas que contribuem para o
bloqueio pré-sinaptico em sistema nervoso central de insetos (33). Konno et al.
(126) identificaram bradicininas em peconhas de vespas solitarias, a saber:
Megacampsomeris prismatica, Campsomeriella annulata annulata e Carinoscolia
melanosoma fascinata.

Um peptideo com propriedades antimicrobianas foi purificado de peconha de
A. samariensis (127). Peptideos com atividade antimicrobiana também foram
encontradas em peconhas de A. p. pallipes, além de mastoparanos quimiotaticos
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(128). Peptideos com propriedades antibidticas denominadas dominulina A e B
foram identificados na cuticula e na peconha de Polistes dominulus (129). Duas
familias de peptideos antimicrobianos foram encontradas em peconha de Vespa
magnifica (130). Souza et al. (131) caracterizaram dois peptideos com atividade
inflamatoria. A peconha de Polybia paulista contém dois peptideos, com N-
terminal acetilado, denominados polibina | e Il (132). Em sintese, em peconhas de
vespas sao encontrados, principalmente, cininas, mastoparanos e protonectinas
(133).

1.3.3. Outros componentes: aminodcidos livres, aminas biogénicas, etc.

Além da presenca de proteinas e peptideos, as peconhas de vespa também
contém aminoacidos livres, tais como GABA, pB-alanina, glutamina e glycina,
taurina, glutamato, leucina, arginina, tryptofano e histidina (134), aminas
biogénicas (histamina, serotonina, dopamina, noradrenalina e adrenalina),
poliaminas como a filantotoxina-433 (135), e compostos volateis como
espiroacetatos, amidas e acetatos saturados (109).

1.4. Atividades biolégicas
1.4.1. Atividade inseticida

Varios estudos tém demonstrado a atividade inseticida de pecgonhas de
vespas. A vespa solitaria parasitoide Liris niger caga grilos e sua peconha paralisa
a presa através do bloqueio da transmissao sinaptica, sugerindo a participagéao de
inter-neurdnios gigantes no mecanismo desta paralisia (136,137). A peconha da
vespa Ampulex compressa causa uma paralisia transitéria em baratas através do
bloqueio de sinapses colinérgicas centrais (138). Esta vespa injeta a peconha
diretamente dentro do cérebro da presa, provocando um estado letargico de longa
duracao (138,139). Ocorre diminuigdo na atividade de neurénios monoaminégicos
toracicos de animais descerebrados, fenbmeno este que pode estar relacionado a
mudanca de comportamento dos animais picados (140,141). A peconha de vespa
solitaria A. samariensis induz paralisia ndo-letal de longa duracdo em aranhas,

sendo que o componente responsavel pela paralisia tem massa molecular >4 kDa,
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mas também foi identificado um peptideo bloqueador de canais de potassio e
sbédio que pode contribuir para esta paralisia de longa duracdo (142). Existem

ainda proteinas capazes de inativar hemécitos de insetos (143).

1.4.2. Atividade antimicrobiana

Diversas peconhas de vespas possuem atividade antimicrobiana que tem sido
atribuida a presenca de peptideos nas mesmas, e.g. em A. samariensis (127) e A.
p. pallipes (144), e os peptideos dominulina A e B identificados na cuticula e na
peconha de P. dominulus (129). Duas familias de peptideos antimicrobianos
também foram encontradas em peconha de V. magnifica (130).

1.4.3. Citotoxicidade

As peconhas de Pteromalus puparum e Nasonia vitripenis sao citotéxicas em
homacitos e células cultivados de insetos (145,146); este modelo in vitro poderia
ser util no desenvolvimento de bioinseticidas (147). No caso da N. vitripennis, a
citotoxicidade esta relacionada a atividade PLA, da pecgonha (148). Um
tetradecapeptideo com atividade litica em eritrécitos humanos foi encontrado na
peconha da vespa solitaria A. f. micado (124).

1.4.4. Neurotoxicidade

As peconhas de vespa exercem potente atividade neurotoxica em insetos e
alguns vertebrados (138,140,149,153). Uma neurotoxina (AvTx8) isolada da
peconha de Agelaia vicina age em receptores GABAérgicos (154). Cunha et al.
(151) sugeriram que o efeito anticonvulsivante da peconha de Polybia ignobilis
decorre da interacao de componentes da peconha com receptores GABAérgicos e
glutamatérgicos. Efeitos anticonvulsivantes também foram observados com a
peconha de Polybia occidentalis (155). 153 relata atividade cataléptica de peconha
desnaturada de A. vicina em ratos.
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1.4.5. Atividade inflamatoria

O envenenamento por vespas freqlientemente resulta em dor e edema locais
e uma reacgao inflamatéria. Proteinas sdo alégenos importantes em peconhas de
vespas (156) 131 caracterizaram dois peptideos com atividade inflamatéria da
peconha de P. paulista. A peconha de Polistes fucatus induz edema de pata em
ratos (157). No caso do envenenamento por Polistes lanio lanio, 0 edema e
aumento da permeabilidade vascular em camundongos induzido pela pegonha
desta espécie ocorre primariamente pela ativacdo de receptores NK; pela
substancia P das fibras C sensoriais, as quais promovem a liberacao de histamina
por mastocitos (10).

1.5. Mecanismos de acao de toxinas

As pecgonhas de vespas solitarias e coloniais contém agonistas e antagonistas
de nAChR (158), além de antagonistas de receptores NMDAR (152). Choi et al.
(159) estudaram a ligacao de filantotoxina-433 e poliaminas relacionadas 4 nAChR
in vitro. A peconha de A. vicina interfere na recaptacdo de GABA e glutamato em
sinaptossomos (150). Stromgaard et al. (160) mostraram que a poténcia de
enantidmeros de filantotoxina era semelhante em receptores nicotinicos e de
glutamato. Pizzo et al. (161) relacionaram a atividade de AVTX7 a canais de K* de
sinaptossomos. A inje¢do de Thr6-bradykinin da pe¢conha de P. occidentalis inibe a
resposta nociceptiva aguda de ratos (162).

1.6. Aspectos clinicos

Vespas utilizam a pegonha para defesa, portanto quando ocorrem acidentes
com envenenamento vespideos onde os principais efeitos sdo reagdes alérgicas
incluindo anafilaxia fatal (12,15). Além disso, 0 envenenamento pode causar a
morte por hemdlise intravascular, rabdomidlise, insuficiéncia renal aguda,
disfuncéo hepatica e, ocasionalmente, trombocitopenia e coagulopatia (163). Um
estudo de trés casos de envenenamento por V. magnifica revelou a ocorréncia de
insuficiéncia renal aguda, hemdlise, rabdomidlise, figado comprometido e

oligoanuria (13,14). Adicionalmente ocorre edema local (6) e os mastoparanos da
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peconha podem provocar danos em musculo esquelético (164,165). A trombose
aodrtica e infarto cerebral sdo os principais sinais apdés 0 envenenamento macico
por picadas de vespas (166). Ha relatos de pacientes que sofreram infarto agudo
do miocardio, ap6s a picada de vespa. Esses efeitos estao relacionados a acao
direta da pegonha sobre o endotélio coronariano e especialmente aos efeitos
secundarios do sistema imunol6gico com decréscimo da perfusdo coronaria e
formagao de trombros (167,168). Pacientes picados por vespas também podem
desenvolver insuficiéncia renal aguda decorrente de efeitos hematolégicos da
peconha com hemdlise e rabdomidlise (169,170). Adicionalmente ha relatos de
encefalites e sindrome compartimental (171,172,173).

1.7. Vespideos brasileiros

Os vespideos formam uma parte comum e conspicua da fauna brasileira,
especialmente as espécies sociais, e sdo encontrados em quase todos os
ambientes desde a floresta amaz6nica, mata atlantica, cerrado, caatinga, pantanal
e campos sulinos (174). A P. I. lanio, conhecida em algumas regides do Brasil
como marimbondo cavalo, constroi ninhos pequenos (cerca de quinze individuos)
e é comum na regido sudeste. E uma vespa grande e se alimenta de néctar e

insetos, especialmente lepidépteros (175,176).

81



82

OBJETIVOS



2. OBJETIVOS

Baseado nas consideragdes acima, os objetivos deste trabalho foram:

1. Investigar a atividade fosfolipasica e hemolitica da peconha da vespa P. /.

lanio.

2. Investigar a agado da peconha de P. /. lanio em ileo isolado de cobaia

(musculo liso ndo vascular).

3. Investigar a cardiotoxicidade da peconha de P. I. lanio em atrio direito
isolado de rato e coracédo semi-isolado de barata.

83



MATERIAIS E METODOS

84



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

A acetilcolina, acetonitrila, acido acético, acrilamida, albumina bovina, azul
brilhante de Comassie, glicerol, isofluorano, persulfato de ambénia, Superdex 75,
sais para solugdes fisioldgicas, TEMED, Tris, Triton X-100 e kits para
quantificacdo de CK-MB foram obtidos dos fornecedores indicados na secao 3.1.
do Capitulo 1. Adicionalmente, foram utilizados os seguintes bloqueadores de
canais ibnicos: tetrodotoxina (canais de sédio dependentes de volgatem),
glibenclamida (canais de potassio dependentes de ATP), 4-aminopiridina (canais
de potassio), verapamil (canais de célcio dependentes de volgatem) e nifedipina
(canais de célcio dependentes de voltagem) comprados da Sigma (St. Louis, MO,
EUA).

3.2. Animais

Foram utilizados ratos e baratas, obtidos conforme descrito no capitulo 1.

3.3. Peconha de vespa

As vespas (P. I. lanio) foram capturadas em torno de ninhos no campus da
UNICAMP. Foram acondicionadas em caixas de isopor contendo gelo comum e
transportadas ao laboratério, onde foram eutanasiadas por congelamento. A
identificacdo das vespas foi realizada através de chaves dicotdbmicas e foi
confirmada por especialista.

Para obtencdao da peconha, as vespas foram descongeladas sob
refrigeracdo e o aparato venenifero foi extraido do abdémen puxando-se o ferrdo
com uma pinga. Posteriormente, as bolsas de peconha foram isoladas e
pressionadas levemente até expelir seu conteudo através do duto de peconha do
ferrao; o conteudo (peconha) foi coletado utilizando-se um capilar. A pegonha

coletada foi liofilizada e congelada para uso nos experimentos.
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3.4. Procedimentos experimentais

O conteldo protéico, a eletroforese, a atividade PLA,, a atividade hemolitica,
a atividade em ileo e atrio isolados de rato e coracéao isolado de barata e analise
estatistica dos resultados foram realizados/determinados conforme descrito no
Capitulo 1.

3.4.1. Fracionamento por FPLC e HPLC

O fracionamento da peconha por gel filtracado em FPLC foi feito conforme
descrito no Capitulo 1.

A cromatografia por HPLC de fase reversa foi realizada usando-se colunas
do tipo C18 Luna e Jupiter (5 um, St 4.6/250, 100 & e 300 &, respectivamente;
Phenomenex). Para isso, a peconha ou fracdo foi aplicada a coluna pré-
equilibrada com &cido trifluoroacético (0,1%). As proteinas foram eluidos com
gradiente linear (de 0-100%) de acetonitrila 100% em acido trifluoroacético 0,1%.
O perfil de eluicdo foi monitorado a 214 e 280 nm. Fragcdes de 1 ml foram
coletadas, liofilizadas e testadas quanto a sua atividade bioldgica.

3.4.2. Coracao semi-isolado de barata

Em coracdo semi-isolado de barata o mecanismo de acé&o do peptideo foi
investigado usando-se tetrodotoxina (32 ug) (TTX; bloqueador de canais de sodio
dependentes de voltagem), glibenclamida (50 pg) ou 4-aminopiridina (32 pg)
(bloqueadores de canais de potassio), verapamil (50 pg) ou nifedipina (35 pg)
(bloqueadores de canais de célcio dependentes de voltagem). Neste caso, as
preparacées foram tratadas com antagonista, 15 min antes da aplicacdo da
peconha, e as alteragdes na freqliéncia cardiaca foram registradas durante mais
30 min.

3.4.3. Espectrometria de massas

Foi injetada amostra com 940 ng/uL Peptideo(s) diluido em agua com TFA
0,1% utilizando UPLC - MS/MS (nanoAcquity + Synapt HDMS) com nanospray.
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4. RESULTADOS

4.1. Conteudo protéico e perfil eletroforético

A dosagem protéica mostrou que o conteudo proteico da pegonha de P. |
lanio correspondeu a 82+16% (n=6) do peso seco.

A andlise eletroforética mostrou que a peconha contém proteinas com
massa molecular de até 119 kDa, com predominancia de componentes de 40 a 46
kDa (Fig. 3).

M Pec. 100 Pec. 50 Pec. 25
119 kDa «H& '——"g"—*' He "—“9—"“ He

79 kDa

| —— e A
46 kDa . e i
31 kDa -

24 kDa | —

19 kDa . e |

Figura 3: Perfil eletroforético (SDS-PAGE) de pegonha de P. I. lanio (25, 50 e 100 pg). Foi
usado um gel de acrilamida de 10% e as proteinas foram visualizadas usando coloragéo
por prata. As posi¢cdes dos marcadores de massa molecular (M, em kDa) estdo indicadas

a esquerda.

4.2. Atividades fosfolipasica e hemolitica

A Figura 4A mostra a atividade fosfolipasica da peconha de P. I. lanio
durante 40 min de incubagao a qual foi dependente da concentracéo. A atividade
especifica da PLA da peconha foi de 0,185 U/mg. O aquecimento prévio da

peconha (100°C, 20 min) aboliu a atividade fosfolipasica.
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A Figura 4B ilustra a atividade hemolitica da peconha de P. I. lanio,
mostrando que é dependente da concentracdo testada. Conforme visto com a

atividade fosfolipésica, o aquecimento prévio também aboliu a atividade hemolitica
da peconha.
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(=]
(o]
']

Absorbancia (420 nm)
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Figura 4: Atividade fosfolipasica (A) e hemolitica (B) da pegonha de P. I. lanio. Os pontos

sdo a média + EPM de seis experimentos. *p<0,05 comparado com a pegonha aquecida.
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4.3. Perfil cromatografico e purificacao da fosfolipase
4.3.1. FPLC

A cromatografia (FPLC) por exclusdo molecular da peconha de P. I. lanio
resultou em seis picos, com o quinto pico apresentando boa resolugdo em relagcao
aos demais (Figura 5). Observa-se ainda, no detalhe da Figura 5, o perfil
eletroforético dos picos obtidos na comatografia e a predomindncia de um

componente com cerca de 44 kDa no pico 2.

KDa i pbuam P2 P3 P4 P5 P6

300' 119
P5 |
46
~— 31
g 200
o - 24 .
o)
o
.‘2 19
[&]
c
«©
5 P2
@ 100-
Qo
<
P4
P1 P3 P6
0 L] L] L] L] L] L] L}
0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min)

F
igura 5: Perfil de eluicdo da pegonha de P. I. lanio ap6s gel filtragcdo. A pegonha (10 mg)
foi dissolvida em 0,05 M Tris-HCI, pH 8,0, e fracionada em coluna de Superdex 75
conforme descrito nos Métodos. Detalhe: Perfil eletroforético do P2 a P6 (20 pug cada) em
gel de poliacrilamida de 10%. As bandas de proteina foram detectadas através da

coloragao com azul brilhante de Coomassie.
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Dos picos obtidos por gel filtracdo (exclusdo molecular) a atividade
fosfolipasica foi detectada principalmente nos picos 2 e 3 (Figura 6). As atividades
especificas dos picos foram: P1 — 0,014 U/mg, P2 — 0,240 U/mg, P3 — 0,549 U/mg,
P4 — 0,079 U/mg, P5 - 0,043 U/mg e P6 — 0,096 U/mg. Portanto, o pico com
atividade fosfolipasica especifica mais alta foi o pico 3, de modo que este pico foi

escolhido para a segunda etapa de purificacao.
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= 0.5+

(1]

2 0.4+
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P5 P6

Pi1 P2 P3 P4
Picos

Figura 6: Atividade fosfolipésica especifica das fragdes cromatograficas da pegonha de P.
I. lanio. A atividade foi determinada conforme descrito no Capitulo 1. As colunas
representam a média + EPM de 4 determinacdes.

4.3.2. HPLC

A cromatografia do pico 3 por HPLC em coluna C18 (fase reversa) resultou
em cinco picos (Figura 7). A analise eletroforética mostrou que o quarto pico
continha uma Unica banda de aproximadamente 26 kDa. Este pico mostrou

atividade fosfolipasica mais acentuada (Figura 8).

91



0,10

[100

{1119 kDa
79 kDa

0,08

[80

46 kDa

g 31 kDa P2 P 4 -
24 kDa

: P1 P3

19 kDa

0,02
=
_U
(6]

;ﬁ ﬁ M

0,00

Figura 7: Perfil cromatografico (RP-HPLC) do pico 3 (gel filtracdo) da peconha de P. |.
lanio. Foi usada uma coluna de fase reversa (coluna Jupiter C18, 5 um, 300 A). A coluna
foi eluida com gradiente linear de acetonitrila (0-100%) em 0,1% TFA. Detalhe: Perfil
eletroforético do pico 3 (20 pg) em gel de poliacrilamida de 10%. As bandas de proteina
foram detectadas através da coloragdo com azul brilhante de Coomassie. M — marcadoras

de massa molecular.
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Figura 8: Atividade fosfolipasica especifica das fragdes cromatograficas da pegonha de P.
I. lanio. A atividade foi determinada conforme descrito no capitulo 1. As colunas

representam a média £+ EPM de 2 determinagdes.

4.4. ileo e atrio isolados de rato

A Figura 9 mostra que a peconha de P. /. lanio causou contracdo em ileo
isolado de rato que foi dependente da concentracao a partir de 0,1 pg/ml.

Em atrio isolado, a pegonha ndo afetou significativamente a tensao da linha
de base (contratura), embora houvesse tendéncia para contratura na maior
concentracao testada (Figura 10A). A peconha atenuou significativamente a
atividade contratil do atrio direito apenas na concentracdo de 10 pug/ml apos 45
min de incubacdo, enquanto ndao houve alteragdo na freqiéncia de batimentos
(Figura 10B,C). Concentracdes maiores que 10 pg/ml ndo foram testadas devido a

quantidade limitada de peconha disponivel.

120+
100+

804

404

Contracéo (%)

20+

0,003 0,01 0,03 0,1 0,3 1 3
Peconha (ug/ml)

Figura 9: Atividade contrétil da pegconha de P. /. lanio em ileo isolado de rato. A contragéo
esta representado como porcentagem de resposta induzida por ACh (0,1 uM). Os pontos
sao a média + EPM de seis experimentos.
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Figura 10: Efeito da peconha de P. I. lanio sobre a contratura (A), contratilidade (B) e
frequéncia de batimentos (C) em atrio direito isolado de rato. Os pontos sdo a média *
EPM de seis experimentos. *,*p<0,05 comparado com os valores basais (tempo zero) (*) e
com o grupo controle (sem pecgonha) (*).
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4.5. Coracao semi-isolado de barata

Em coracao semi-isolado de barata a peconha de P. [ lanio causou
bradicardia marcante que foi dependente da quantidade de peconha testada.
Houve reducao significante a partir do primeiro minuto ap6és a aplicagdo da
peconha (Figura 11A). Esta acdo da peconha nao foi afetada pelo aquecimento a
100°C durante 20 min; houve até tendéncia para aumento da bradicardia (Figura
11B).
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Figura 11: Bradicardia causada pela peconha de P. /. lanio em coragcao semi-isolado de
barata (A). A atividade ndo foi abolida pelo aquecimento (100°C por 20 min) (B). Os
pontos sdo a média = EPM de seis experimentos.
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Quando a peconha de P. I. lanio foi fracionada por filtracdo usando ultra-
filtros da Amicon (Millipore) com limite de selegédo de 5 kDa, observou-se que a
atividade sobre a freqiiéncia cardiaca se encontrava principalmente na fragdo com
massa molecular <5 kDa, embora ainda houvesse atividade na fracao >5 kDa
(Figura 12).
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Figura 12: Acéo bradicardica da pegonha de P. I. lanio na fragdo com massa molecular
<5 kDa. A bradicardia foi avaliada em cora¢ao semi-isolado de barata usando 30 ug da
fracdo de <5 kDa e >5 kDa. Os pontos sdao a média + EPM de seis experimentos.

A cromatografia por HPLC da fracdo da pegonha com <5 kDa resultou em
seis picos principais (Figura 13), sendo que apenas 0 pico 4 provocou queda na
freqUéncia em coracado semi-isolado de barata (Figura 14A,B), com tendéncia para
recuperacao, dependendo da quantidade aplicada (Figura 14C).
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Figura 13: Perfil de eluicdo (RP-HPLC) dos componentes da pegonha de P. I. lanio com

massa <5 kDa. O pico 4 apresentou atividade em coracao isolado de barata.
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Figura 14: Identificacdo do pico da pegonha de P. I. lanio com atividade bradicérdica em
coracao semi-isolado de barata (A,B). Note que apenas o pico 4 causou bradicardia.
Foram testados 2 pg de cada pico. O painel C mostra que a intensidade da bradicardia
dependia da quantidade de proteina aplicada. Os pontos sdo a média + EPM de seis

experimentos.
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Para avaliar os mecanismos envolvidos na bradicardia causada pelo pico
quatro investigamos o efeito de diversos bloqueadores de canais idnicos sobre a
freqliéncia cardiaca. Foram testados: tetrodotoxina (bloqueador de canais de Na*
dependentes de voltagem), nifedipina e verapamil (bloqueadores de canais de
Ca® dependentes de voltagem), 4-aminopiridina (bloqueador de canais de K*
dependentes de voltagem) e glibenclamide (bloqueador de canais de K
dependentes de ATP). Destes, apenas a glibenclamida bloqueou a ac&o do pico 4

(Figura 15).
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Figura 15: Inibicdo por glibenclamida (Glib) da bradicardia causada pelo pico 4 da
peconha de P. I. lanio em coragao semi-isolado de barata. Os pontos sdo a média + EPM

de seis experimentos.

4.6. Identificacao da toxina por espectrometria de massas

A analise do pico 4 por espectrometria de massas revelou o predominio de
um peptideo de 2166,222 Da, porém a fragdo nao esta pura pois foram
observados mais cinco componentes, em menor quantidade, com massas de
1105,143; 1083,586; 3247,794; 2219,177 e 1360,016 Da (Figura 16).
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Figura 16: Espectro de massas do pico 4. Note o pico principal em 2166,222 Da. Injecao
de 940 ng/uL de peptideo(s) em agua + TFA (0,1%), utilizando-se UPLC - MS/MS
(nanoAcquity + Synapt HDMS).
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5. DISCUSSAO

5.1. Composicao geral da peconha de P. I. lanio

Os resultados apresentados acima mostram que a peconha de P. [. lanio
possui alto conteddo protéico (82%), com predominancia de componentes
protéicos semelhante a outras pegonhas de vespas (26). A andlise eletroforética
da peconha relevou a predominancia de componentes com massas moleculares
de até 119 kDa. Os perfis eletroforéticos de peconhas de vespideos revelam a
predominancia de algumas proteinas como hialuronidases (110,177), fosfolipases
(112,114,166) e alérgenos (110,166). Também tém sido detectados diversos
peptideos e polipeptideos (120,122,124,127,130,178,179,180) e outros
componentes de baixa massa molecular, como aminas e poliaminas.

5.2. Atividades fosfolipasica e hemolitica

As fosfolipases sdo abundantes em peconhas de vespas, e varias destas
enzimas ja foram isoladas e caracterizadas (112,114,166). Estas enzimas sao
importantes imunégenos e exercem efeitos biolégicos, tais como citotoxicidade,
miotoxicidade neurotoxicidade, interacdo com fosfolipideos da membrana com
liberacdo de segundo menssageiros (acido araquidbnico, prostaglandinas,
tromboxanos) (100,110,166,181). Conforme mostrado aqui, a pegconha de P. I
lanio também contém alta atividade fosfolipasica, que foi maior que na peconha da
formiga P. clavata (ver Capitulo 1). A enzima era termolabil uma vez que o
aquecimento aboliu sua atividade enzimatica e bioldgica (hemolitica).

A peconha de P. . lanio mostrou alta atividade hemolitica, caracteristica
também compartilhada com peconhas de outras vespas (114,121). Os
componentes capazes de provocar hemolise incluem fosfolipases (114) e varios
peptideos (120). Em envenenamentos macicos por vespas ha hemdlise (13), e em
animais de laboratério, a hemdlise mediada pela PLA1 de V. basalis pode levar ao
Obito por hiperpotassemia devido a lise macica de hemécias (182). Além da
hemolise, estas peconhas também exercem atividade citotoxica e antimicrobiana

em diversos outros tipos celulares (83,124,127).
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5.3. Fracionamento da peconha

Usando uma combinacao de gel filtracao e HPLC de fase reversa foi isolada
uma fosfolipase desta peconha. A cromatografia por exclusdo molecular (gel
filtracao) revelou a presenca de atividade fosfolipasica em varios picos, sugerindo
a ocorréncia de isoformas desta enzima, o que também ocorre em peconha de
outras vespas. Por exemplo, Chwen-Lang et al. (80) identificaram trés toxinas (~34
kDa) com atividade fosfolipasica na peconha de Vespa verutina. A cromatografia
por HPLC resultou em cinco picos, dos quais o maior, que eluiu no meio do
gradiente de acetonitrila, apresentou atividade fosfolipdsica. A analise
eletroforética revelou uma massa molecular de 26 kDa (estimada por SDS-PAGE)

para esta proteina.

5.4. Acao em ileo isolado de rato

A peconha de P. I. lanio contraiu ileo isolado de rato em concentragdes >0.1
ng/ml. Em peconha de vespas foram detectados histamina, hidroxitriptamina e
diversos outros peptideos, agem em receptores de bradicinina e serotonina, com
atividade em ileo (183, 184, 185). Entretanto as fosfolipases podem provocar
efeito em ileo pela interagcdo com fosfolipideos da membrana liberando acido
araquidénico levando & formacdo de protaglandinas e tromboxano (100). E
possivel que exista diferencas inter-espécie nesta atividade contratil uma vez que
nao ha relato de disturbios intestinais em envenenamentos por picadas de vespas

em humanos (13).

5.5. Acao em atrio isolado direito de rato

Fisher e Antonios (18) relataram arritmia atrial em paciente apés picada de
vespa, na auséncia de anafilaxia. Porém, no atrio isolado de rato a peconha de P.
I. lanio mostrou-se pouco ativa, inclusive quando comparada a peconha da formiga
P. clavata (ver Capitulo 1); praticamente nao houve alteracdo na contratura e na
frequéncia. Na concentracdo de 10 pg/ml, observou-se inotropismo negativo,
provavelmente devido a lesdo tecidual causada pela fosfolipase presente na

peconha.
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5.6. Acao em coracao semi-isolado de barata

Em insetos, as peconhas de vespas bloqueiam a transmissao neuronal e
neuromuscular, inibem hemocitos (136,139,143,147,186,187) e sao citotoxicas em
varios tipos celulares (83). Ao contrario do atrio isolado de rato, em coracao semi-
isolado de barata, a peconha de P. I. lanio causou bradicardia acentuada que
variou com a quantidade de peconha aplicada. A peconha se mostra muito
potente, com efeito significante sendo observada na quantidade de 3 pug. A
bradicardia nao foi afetado pelo aquecimento da pegonha a 100 °C durante 20
min, indicando que o componente envolvido é termoestavel. Tendo em vista que
enzimas geralmente sao termolabeis enquanto peptideos e outros componentes
de baixa massa molecular geralmente sdo mais resistentes ao aquecimento, os
resultados sugerem que o componente responsavel pela bradicardia
provavelmente seja um peptideo ou outra molécula pequena.

Quando a peconha foi fracionada por ultra-filtragdo em membrana com
limite de filtracdo de 5 kDa, observou-se que boa parte da atividade bradicardica
ocorreu na fracdo <5 kDa, confirmando a sugestdo acima quanto a massa
molecular reduzida da toxina. A cromatografia por RP-HPLC resultou na
purificagdo de um pico capaz de provocar bradicardia em coragédo semi-isolada de
barata. Dos diversos bloqueadores de canais de Ca®*, K" e Na* testados, apenas
glibenclamida (bloqueador de canais de K* dependentes de ATP) bloqueou
efetivamente a bradicardia causada pelo peptideo. Entretanto, pelo modelo
experimental usado aqui, ndo foi possivel precisar o local exato de agdo da toxina,
ou seja, se foi através de uma acao direta sobre células do musculo cardiaco, i.e.,
cardiotoxicidade, ou uma acao sobre células nervosas que modulam a
contratilidade cardiaca em baratas, i.e., neurotoxicidade (188,189). Toxinas que
agem em canais de potassio foram detectadas em peconha de escorpides e
anémonas (190,191,192,193,194). Um composto sulfurico volatil, extraido de
planta é neurotdxico para inseto agindo através de canais de potassio
dependentes de ATP (195).

A alta atividade desta toxina em coracdo semi-isolada de barata e a acéo

em canal apontam para um potencial como inseticida (196,197). De fato,
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componentes de baixa massa molecular sdo eficientes no combate a insetos
praga e varios peptideos de peconhas de vespa (mastoparanos, filantotoxinas,
etc) ja tém sido investigadas como potenciais inseticidas (120,122,127,129,161,
198).

A espectrometria de massas indicou a predominancia de um peptideo com
massa molecular de 2166 Da. Na espectormetria de massas, foram observados
seis peptideos, trés deles com a mesma relacado massa-carga, porém com massas
de 1083, 2166 e 3240 Da, e predominio do peptideo de 2166 Da. A hipétese mais
plausivel para este achado € que o peptideo de 1080 Da também ocorre na forma
dimérica (2160 Da) e trimérica (3240), possivelmente devido a uma ligacao estavel
como consequéncia de modificagbes pos-traducionais, pois ha relatos de pds-
processamento de um polipeptideo durante a biossintese de mastoparanos
(199,200), ou mesmo clivagem de sequéncias repetidas expressas (201).
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6. CONCLUSOES

Baseado nos resultados apresentados acima, concluimos que a pec¢onha

de P. I. lanio:

1. Contém proteinas com massas moleculares até 119 kDa, com
predominio de componentes na faixa de 44 e 46 kDa.

2. Apresenta forte atividade fosfolipasica e hemolitica, sendo que ambas
sdo termolabeis.

3. Contrai musculo liso nao vascular (ileo isolado de rato), mas tem
pouco efeito sobre musculo cardiaco (atrio isolado de rato), exceto na
maior concentracao onde ha um efeito inotrépico negativo.

4. Causa forte bradicardia em coracao semi-isolado de barata. Esta
atividade é mediada por peptideos que ativam canais de K*
dependentes de ATP.
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Comissio de Etica na Experimentagio Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1905-1, sobre "Atividades biolégicas de
peconhas de vespa (Polistes lanio lanio) e formiga (Paraponera clavata)”,
sob a responsabilidade de Prof. Dr. Stephen Hyslop / Delano Anibal da Silva,

esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacao Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comissao de Etica na Experimentacao Animal — CEEA/Unicamp em 06 de julho
de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1905-1, entitled "Biological activities of wasp

(Polistes lanio lanio) and ant (Paraponera clavata) venoms", is in agreement

with the Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian
College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the
institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on july 6, 2009.

Campinas, 06 de julho de 2009.
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Profa. Dra. Ana Maria A. Guaraldo Fatima Alonso

Presidente Secretaria Executiva

CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http:/fwww.ib.unicamp.br/ceea/
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