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RESUMO

As peconhas e venenos animais apresentam grande importancia para a
biotecnologia, devido sua riqueza de componentes e aplicagdes biolégicas. A
apitoxina, peconha da abelha Apis mellifera L. € um produto que pode ser utilizado
como ferramenta farmacoldgica para o tratamento de doengas como artrite, cancer e
combate ao virus do HIV. As lectinas vém sendo detectadas como componentes de
diversas pegonhas. Lectina é uma classe de proteinas, de origem nao imunolégica,
capaz de se ligar especifica, reversivel e nao covalentemente a carboidratos ou
glicoconjugados. O objetivo deste trabalho € Isolar e caracterizar bioquimicamente a
fracao lectinica da apitoxina da abelha Apis mellifera L. A apitoxina foi adquirida de
abelhas criadas em apiarios no municipio de Sdo Bento, Maranh&o, com uso de
coletor elétrico. O isolamento da fracdo lectinica foi realizado por meio de
cromatografia de bioafinidade em matriz de galactomananas. Em seguida as fracoes
foram analisadas por eletroforese nativa e SDS-PAGE. As frages foram submetidas
ao teste de hemaglutinacao sobre os tipos sanguineos A, B, AB e O seguido de
teste de inibigcdo por carboidratos (glicose, manose, galactose, sacarose e lactose).
O teste de requerimento de cations divalentes foi realizado utilizando-se EDTA no
sistema de hemaglutinacdo. A fracdo foi submetida ao teste de estabilidade por
aquecimento, onde amostras foram expostas as temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80,
90 e 100°C por 30 minutos e subsequentemente foram submetidas a determinagéo
da atividade hemaglutinante. Uma fragdo lectinica ligante de D-galactose e que
reconhece a-galactosideos foi isolada da apitoxina da abelha Apis mellifera L.,
representando a porcentagem de 3,2% do peso seco da apitoxina. A analise
eletroforética sob condicdo desnaturante (SDS-PAGE) da fracdo lectinica revelou
trés bandas com pesos moleculares de aproximadamente 14, 17 e 19 kDa. Ao ser
submetida a uma eletroforese nativa (auséncia de SDS), a fracao lectinica revelou
apenas uma banda no topo do gel, sugerindo que estas bandas sejam subunidades
de uma mesma proteina. A atividade hemaglutinante foi observada para os 4 tipos
sanguineos humanos, no entanto, apresentou maior sensibilidade para os eritrocitos
do tipo A (2048 U.H./mL). A atividade foi inibida por lactose (150mM) e D-galactose
(500mM), apresentando assim especificidade por estes dois carboidratos. O EDTA

(MIC = 0,156 mM) também foi capaz de inibir a atividade hemaglutinante,



demonstrando que esta fracdo lectinica é dependente de cations divalentes. A
fracao lectinica isolada demonstrou elevada termoestabilidade, sendo capaz de
manter sua atividade mesmo apds exposicao a 70°C por 30 minutos. A apitoxina da
abelha africanizada Apis melliferra L. ndo apresenta relatos anteriores da presenca
de lectinas.

Palavras-chaves: Apitoxina. Apis mellifera L. Fragao Lectinica. Hemaglutinacao.



ASTRACT

Animal venoms have great importance for biotechnology, due to its wealth of
components and biological applications. The apitoxin, bee venom of Apis mellifera L.,
is used as a pharmacological tool for the treatment of diseases as arthritis, cancer
and fight against HIV. Lectins have been identified as components of various
venoms. Lectin is a class of proteins, non-immunological origin, able to bind specific,
reversible and non-covalently to carbohydrates or glycoconjugates. In the present
work, we demonstrate the isolation and partial biochemical characterization of lectinic
fraction from bee venom of Apis mellifera L. The bee venom was derived from bees
raised in apiaries in S&do Bento, Maranhao, with electric collector use. The isolation of
lectin fraction was accomplished by bioaffinity chromatography (affinity matrices of
galactomannans). The fractions were analyzed by native and SDS-PAGE
electrophoresis. The same fractions were subjected to the hemagglutination test on
blood types A, B, AB and O followed by haemagglutination inhibition test for
carbohydrates (glucose, mannose, galactose, sucrose and lactose). The divalent
cations requirement test was performed using EDTA in hemagglutination system.
The fraction was subjected to heating stability test where the samples were exposed
to temperatures of 40, 50, 60, 70, 80, 90 and 100° C for 30 minutes and
subsequently subjected to the determination of hemagglutinating activity. One lectin
fraction D-galactose-biding and recognize a-galactosides was isolated from bee
venom. It is 3,2% of the dry weight of bee venom. The electrophoresis analysis under
denaturing conditions indicated that this fraction showed three bands with molecular
weights of approximately 14, 17 and 19 kDa. When subjected to electrophoresis
native (no SDS), the lectin fraction revealed only one band at the top of the gel,
suggesting that these bands are subunits of the same protein. The hemagglutination
activity was observed for the four human blood types, however, it showed greater
sensitivity to the red cells of type A (2048 U.H./mL). The hemagglutination activity of
this fraction was inhibited by lactose (150mM) and D-galactose (500mM), thus
providing specificity for these two carbohydrates. EDTA (MIC = 0,156 mM) was also
capable of inhibiting the hemagglutination activity, indicating that this lectin fraction is
dependent on divalent cations. The isolated lectin fraction showed high

thermostability being able to maintain its activity even after exposure to 70° C for 30



minutes. The bee venom of africanized bee Apis melliferra L. has no previous reports

of the presence of lectins.

Keywords: Bee venom. Apis mellifera L. Lectin fraction. Hemagglutination.
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1 - FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 — VENENOS E PECONHAS ANIMAIS

Os venenos e peconhas animais constituem uma mistura complexa de
toxinas, em especial peptideos e proteinas naturalmente adaptados pela selecao
natural para agirem sobre 0s sistemas vitais da presa ou vitima (CALVETE, et al.,
2009). A producao dessas substancias ocorre por meio da bioacumulagao de toxinas
em seus tecidos através da alimentacdo ou pela producao por meio de glandulas
secretoras de toxinas (OLIVEIRA & PIRES-JUNIOR, 2011). Estas substancias se
caracterizam como inovagdes evolucionarias chave entre linhagens que se diferem
filogeneticamente e sao utilizadas ndo somente para defesa e predacdo, mas
também como meio de afirmar dominio sobre membros de uma mesma espécie
(WONG & BELOV, 2012).

Importante que se faga uma distingdo conceitual entre veneno e pegonha. O
veneno caracteriza-se como a substancia toxica produzida e liberada por
determinados animais sem a presenca de um aparato inoculador, por outro lado a
peconha necessita do aparato inoculador para ser liberada (CALVETE, et al., 2009).
Desta forma temos animais venenosos e animais pegonhentos. Como exemplo de
animais venenosos existe a espécie de sapo Bufos bufo o qual libera o0 seu veneno
por compressao de suas glandulas de veneno localizadas no dorso, assim com a
espécie de baiacu, Sphoeroides spengleri que possui toxinas em varios tecidos do
corpo, causando envenenamento caso seja ingerido. As serpentes, escorpides,
abelhas e aranhas sao considerados animais peconhentos, pois possuem aparelhos

inoculadores como dentes ocos, aguilhdes ou ferrdes.

Os organismos venenosos e pegonhentos estédo distribuidos em todo o reino
animal, com mais de 100.000 espécies encontradas praticamente em todos os
ecossistemas. Além dos clados importantes do ponto de vista médico (cobras,
escorpides e aranhas) extensivamente estudados, dentro do grupo de animais
peconhentos incluem-se as aguas-vivas, anémonas, cefaldépodes, centopeias,
moluscos, insetos, peixes, equinodermos, lagartos, inclusive mamiferos (ornitorrinco
e mussaranho) (FRY, et al., 2009).



Grande numero de casos de acidentes com animais venenosos e
peconhentos tem sido relatado em todo o mundo. Os alvos de acdo dos venenos e
peconhas incluem os efeitos locais e praticamente todas as vias fisioldgicas e tipos
de tecidos acessiveis pela corrente sanguinea, caracterizando a reacao sistémica
(FRY, et al., 2009). Os compostos toxicos presentes nos venenos animais sao
capazes de perturbar a atividade de enzimas, receptores, canais de ions, causar
desarranjo do sistema nervoso central e periférico, do sistema cardiovascular e do
neuromuscular, assim como, a coagulagdo sanguinea e a homeostase (CALVETE,
et al., 2009).

Por outro lado, estas mesmas substancias representam uma fonte rica de
moléculas bioativas com um grande potencial para a producdo de medicamentos,
devido as importantes atividades farmacoldgicas que elas apresentam (KOH, et al.,
2006).

O interesse pelo estudo da caracterizacdo quimica e funcional dessas
toxinas nao se relaciona apenas com sua importancia no envenenamento, mas
também pela sua possivel utilizagdo como valiosas moléculas possiveis de aplicacao
em outras areas do conhecimento (IZIDORO, 2007). O alto grau de especificidade
que essas toxinas apresentam em relacdo a molécula ou célula-alvo faz com que
elas sejam cada vez mais utilizadas como instrumentos farmacolégicos e como

protétipos para o desenvolvimento de drogas terapéuticas (CALVETE, et al., 2009).

Diversas toxinas de diferentes tipos de animais vém sendo isoladas e muitas
delas podem ser usadas no tratamento de dores, diabetes, esclerose multipla,
doencas cardiovasculares, dentre outras (LEWIS & GARCIA, 2003).

O trabalho de Rocha e Silva, et al., (1949) é o primeiro relato cientifico do
estudo de toxinas animais, onde descobriram um peptideo usado para o controle da
pressao arterial. Apds injetar o veneno de Bothrops jararaca em mamiferos,
observaram um acumulo de bradicinina (agente vasodilatador) no organismo do

N ap

vasoconstrictor.

No estudo da composicdo quimica e da aplicagdo médico-biolégica dos
venenos e peg¢onhas animais destacam-se o filo Arthropoda e o filo Cordata. Dentro do

filo Cordata, varios experimentos realizados in vitro e in vivo com as peconhas de



serpentes das familias Viperidae e Crotalidae, observaram que varias etapas de
complexos processos fisioldgicos, tais como: coagulacdo sanguinea, ativacao
plaquetaria e fibrindlise podem ser afetados pela agao das proteinas que compdem o
veneno destas serpentes (BRAUD, et al.,, 2000). Trabalhos relativos a estrutura
molecular destas proteinas mostraram grande similaridade estrutural entre as diferentes
familias de proteinas que compdem estes venenos (serino proteases, metaloproteases,
PLA2, lectinas tipo-C, desintegrinas) embora com diferentes alvos de acao
(MARKLAND, 1997).

No filo Arthropoda, as classes Insecta e Aracnida sao o0s principais
representantes do grupo no estudo dos venenos e peconhas. Ha grande interesse sobre
as peconhas de artrépodes por elas apresentarem grande quantidade de substancias
bioativas (XU, et al., 2005). Sao ricas em neurotoxinas, com acao especifica e seletiva
sobre o sistema nervoso central de mamiferos, apresentam efeitos citotdxicos em
células e atividade anti-tumoral (COHEN & QUISTAD, 1998; CAIRRAO, 2002; HEINEN
& VEIGA, 2011).

A grande diversidade farmacolégica acumulada pela natureza sobre a evolugéao
resultou em verdadeiras bibliotecas combinatérias de centenas de milhares de
moléculas potencialmente ativas sintetizadas em venenos e peconhas animais. Estas
mesmas moléculas, uma vez purificadas e caracterizadas podem ter valor
terapéutico. Mesmo com muitas ja purificadas, ainda ndo possuem a sua atividade
biolégica e farmacolégica determinada (CALVETE, et al., 2009; DOLEY & KINI,
2009).

1.2 - PECONHA DA ABELHA Apis mellifera L.: APITOXINA

O ogénero Apis apresenta apenas quatro espécies: Apis mellifera
(Linnaeus,1758), Apis florea (Fabricius, 1787), Apis dorsata (Fabricius, 1793) e Apis
cerana (Fabricius, 1793). A Apis mellifera sempre despertou interesse, devido a sua
grande importancia econémica (CAMARGO & STORT, 1973) e, sobretudo, pelas

novas possibilidades de uso de seus produtos na area médica.

Essa abelha possui ampla distribuigdo, sendo encontrada desde locais de
clima temperado frio até zonas tropicais, no entanto, apesar dessa sua ampla

distribuicdo geografica é considerada exética no Brasil. Ela é originaria da Africa,



Europa e Asia Menor e, devido & intervengdo do homem, tem sido transportada a
diferentes regides do planeta (PARDO, et al., 1988).

Atualmente, as abelhas encontradas no Brasil sdo animais poli-hibridos,
devido ao cruzamento ocorrido com as varias subespécies europeias, e
posteriormente entre os proprios hibridos, ndo constituindo assim uma nova

subespécie, sendo designada apenas como abelha africanizada (NOCELLI, 2003).

A apicultura é uma atividade sustentavel e de grande importancia
econbmica, podendo se estabelecer em praticamente todo o espagco geografico
brasileiro, desde que possua condi¢des climaticas favoraveis e vegetagcao rica em
floradas de interesse as abelhas (LIMA, 2005). Esta espécie de abelha desperta
grande interesse por conta da producdo de mel, geleia real, prépolis, cera e
apitoxina, assim como sua grande importancia polinizadora para a agricultura
(GIORGINI & GUSMAN, 1972).

De todos os produtos da abelha, a apitoxina € uma das substancias que
mais vem despertando interesse da ciéncia, tornando-se assim um importante objeto
de estudo por varias razdes, tipo: a ampliacdo do conhecimento da composicao
bioguimica, e consequentemente, o0 mecanismo de acao das toxinas; a investigacao
de moléculas com potencial terapéutico no combate a doencas; o0 interesse no
desenvolvimento de tratamento mais eficaz e especifico para acidentes com
envenenamento 0s quais desencadeiam reacOes alérgicas toxicas (RESENDE,
2013).

A apitoxina € a pegonha produzida pelas abelhas Apis mellifera com o
objetivo de proteger a coldnia contra os predadores. E uma palavra originaria do
latim e significa: apis — abelha e toxikon — veneno (NOGUEIRA-COUTO & COUTO,
2002; DANTAS, et al., 2013).

A apitoxina é um liquido transparente, incolor e muito soluvel em &gua. Esta
substancia quando injetada em forma de ferroada contém aproximadamente 50ug
de matéria seca (CRUZ-LANDIM & ABDALLA, 2002).

O veneno é produzido por uma glandula (glandula acida ou de veneno) e
armazenado na bolsa ou reservatério de veneno. A glandula de veneno localiza-se

na regiao posterior do abdémen, entre o reto e os ovarios. Histologicamente trata-se



de um tubulo excretor fino de comprimento variavel, podendo ser bifurcado na regido
distal e na proximal apresenta uma dilatagdo em forma de saco denominado
reservatério (CRUZ-LANDIM & ABDALLA, 2002).

Na colmeia apenas a rainha e as operarias possuem ferrdo. O ferrdo da
rainha é usado na luta contra rivais. Quando nasce uma rainha, a primeira coisa que
se faz é procurar outras realeiras (local onde se desenvolve a rainha), para destrui-
las, evitando assim o nascimento de outras rainhas. Se nascerem duas rainhas
simultaneamente, vao brigar até que s6 uma sobreviva. A rainha consegue usar seu
ferrdo varias vezes, pois ele ndo é farpado, nao ficando preso a vitima (WINSTON,
2003).

1.2.1 — Os componentes bioquimicos da apitoxina

A composicdo bioquimica da apitoxina tem sido realizada ha bastante
tempo, ampliando as informagbes a cerca do conhecimento sobre venenos e
peconhas animais. Recentes estudos tém progredido e contribuido
significativamente na identificacdo e caracterizacdo de componentes da apitoxina
(RESENDE, 2013).

De modo geral todo veneno é primariamente composto de proteinas,
peptideos e aminas. A apitoxina possui aproximadamente 50 compostos
identificados sendo muito deles téxicos para os animais. Consiste numa mistura de
aminas biogénicas (histamina, serotonina, dopamina e epinefrina), fosfolipase A2,
fosfolipase B, hialuronidase, melitina, peptideo MCD (peptideo degranulador de
mastécitos), apamina, minimina, pequenos peptideos, aminoacidos, lipideos,
carboidratos, agua e outros compostos, que apresentam atividades farmacoldgicas e
alergénicas. Também estdo presentes muitos acetatos volateis que, provavelmente,
estimulam o comportamento defensivo de outras abelhas (CRUZ-LANDIM &
ABDALLA, 2002; MULER, 2002; FERREIRA JUNIOR, et al., 2010).

Os principais componentes protéicos da apitoxina sao a Fosfolipase A2
(PLA2), a hialuronidase e a fosfatase acida. A PLA2, também conhecida como Api m
1, representa cerca de 12% do peso seco de apitoxina, contém 134 aminoacidos



(ANNAND, et al. 1996) e possui trés isoformas caracterizadas de pesos moleculares
correspondentes a 16, 18 e 20 kDa, respectivamente (ALTMANN, et al., 1991).

A PLA2 tem a capacidade de hidrolisar fosfolipideos de membrana
plasméatica, formando poros e causando a morte celular. Esta enzima tem natureza
glicoproteica, com uma unidade de carboidrato ligada a asparagina-13, sendo este o
Unico sitio de glicosilagcdo desta proteina. Esta molécula apresenta diversas
atividades, incluindo neurotoxicidade pré-sinaptica e atividade de agregacédo de
plaguetas. A PLA2 é um dos principais componentes imunogénicos da apitoxina,
apresenta atividade hemolitica e pode contribuir para a toxicidade generalizada no
envenenamento, por uma interagédo sinérgica com a melitina. Uma combinagéo de
melitina e PLA2 lisaram eritrécitos sob condicées nas quais nenhum deles atuou
isoladamente (DOTIMAS & HIDER, 1987; HUANG & CHIANG, 1994; OWNBNY,
1997; KING & SPANGFORT, 2000).

A hialuronidase, conhecida como Api m 2 ou “fator de difusdo”, representa
de 1 a 2% do peso seco da apitoxina, com peso molecular de 43 kDa e 350 residuos
de aminoacidos. Esta enzima hidrolisa o &cido hialurénico, o qual possui
propriedades adesivas, promovendo a unido das células. A hidrdlise deste acido
aumenta a fluidez no intersticio e facilita a difusdo dos componentes da apitoxina
(KEMENY, et al., 1984; CARDOSO, et al., 2009).

A fosfatase acida, ou Api m 3, € uma enzima de peso molecular de 49 kDa e
representa 1% da apitoxina seca. E também um composto alérgeno, capaz de liberar
histamina de baséfilos humanos e induzir formacao de pustulas na pele de pessoas
sensiveis (BARBONI, et al., 1987).

Com relacdo aos peptideos a apitoxina apresenta em sua composicao, a
melitina, apamina, peptideo degranulador de mastécitos (MCD - “Mast Cell

Degranulation”) e o “cardiopep”.

A melitina é constituida de 26 residuos de aminoacidos, apresenta um peso
molecular de 3 kDa e representa cerda de 50% do peso seco da apitoxina. Tem pH
altamente basico e constitui um tipo de peptideo anfipatico e hidrossoluvel. Na
apitoxina nativa a melitina apresenta-se como dimero e € responsavel pela dor
provocada durante a ferroada. E um alérgeno fraco de importancia clinica apenas
em poucos casos (KEITH, et al., 2011; ORSOLIC, 2011; YANG, et al., 2011).



Este componente provoca constricdo ou dilatagdo dos vasos sanguineos e
despolarizagcao da musculatura cardiaca, dependendo da concentragéao e do tecido.
Atua como fator de dispersédo, facilitando a entrada dos demais componentes e
possui atividade hemolitica (BROCHETTO-BRAGA, 2006; DE GRAAF, et al., 2009).

A apamina é um peptideo formado por 18 residuos de aminoacidos que
contém 4 cisteinas com duas ligagdes dissulfeto, apresentado o peso molecular de 2
kDa, representando 1 a 2% do peso seco da apitoxina. Consiste em um peptideo
alcalino e polar (SPOERRI, et al., 1975; FREEMANN, et al., 1986). Este composto
atua bloqueando os canais de calcio e potassio impedindo a transmissdo dos
impulsos nervosos nos sistemas nervosos central (SNC) e periférico (SNP), e
apresenta efeito citotéxico no nervo nociceptivo (MOURRE, et al., 1997). A injecao
de apamina demonstrou que esta afeta especificamente as estruturas motoras e
auditivas (VELEZ, 2010).

O peptideo MCD é constituido de 22 residuos de aminoacidos e representa
de 2 a 3% do peso seco da apitoxina (DE LIMA & BROCHETTO-BRAGA, 2003).
Este peptideo promove a liberacdo dos mediadores de mastécitos e basofilos
(histamina, serotonina, derivados do acido araquidénico) e fatores que atuam sobre
plaguetas e eosindéfilos. Desempenha papel no quadro de intoxicacdo histaminica
observada nas fases iniciais da ferroada (CARDOSO, et al., 2009).

Este peptideo difere da melitina por apresentar duas pontes dissulfidicas,
assemelhando-se a apamina. Enquanto a melitina é forte hemolisante e libera
serotonina de trombdécitos, 0 MCD ¢é capaz de degranular mastécitos mesmo quando
presentes em baixa concentragdo (DOTIMAS & HIDER, 1987).

O peptideo “cardiopep” tem peso molecular de 1,8 kDa e causa diminuicao
da frequéncia cardiaca (VICK, et al., 1974).

Alguns outros componentes como a secapina, a tertiapina e a procamina
também foram identificados na apitoxina e apresentam baixa toxicidade para
mamiferos. A secapina possui 25 aminoacidos e constitui cerca de 2% do peso da
apitoxina seca. Este componente contribui para a inflamacéo e a dor (MOURELLE,
2011). A tertiapina contém 20 residuos de aminoacidos e seu modo de acao parece
estar relacionada com a atividade pré-sinaptica (MIROSHNIKQV, et al., 1983). De



outro modo, a procamina € um peptideo que contém histamina incorporada na
posicdo C-terminal (BANKS & SHIPOLINI, 1986).

A composicao da apitoxina pode ser alterada por varios fatores como a
subespécie, a fase de desenvolvimento das abelhas, além da época do ano e o tipo
de alimentacdo. Esse conhecimento promove importantes contribuicbes para a
coleta de apitoxina e isolamento de componentes com fins terapéuticos, na
compreensao do mecanismo de atuacdo desses componentes no organismo, além

do desenvolvimento de tratamento para os envenenamentos (LOMELE, 2014).

Alguns componentes se encontram em concentragao constante durante toda
a vida das abelhas, como a hialuronidase. A melitina aparece em maior quantidade
nas abelhas mais velhas, a hapamina nas mais jovens. A maior quantidade de
histamina e serotonina € observada no final da vida destes insetos (OWEN &
SLOLEY, 1988; BARACCHI & TURILLAZZI, 2010).

A variabilidade na quantidade de fosfolipase e melitina foi verificada por
Schumacher e colaboradores (1992) na apitoxina de abelhas europeias e
africanizadas. Diferengas quantitativas e qualitativas foram encontradas na
composicao da apitoxina de Apis mellifera ligustica, Apis mellifera adansonii e
abelhas africanizadas (PALMA & BROCHETTO-BRAGA, 1993). Em estudo recente
foram identificados o total de 51 proteinas, sendo 42 compostos a todos os grupo, 4
proteinas exclusivas das africanizadas e 1 exclusiva de Apis mellifera ligustica
(RESENDE, et al., 2013).

A composicdo dos venenos e peconhas podem sofrer variagbes em sua
composicao, dentro de uma mesma espécie, como resultado dos seus habitos
alimentares. Lomele (2014) identificou o efeito de diferentes recursos florais na
composicao quantitativa e qualitativa de apitoxina de Apis mellifera instalada em
culturas de laranja, eucalipto, vegetagao silvestre e vegetacao silvestre associada a

alimentacéo artificial.

A descoberta de novos componentes de apitoxina tem sido continua, gracas
ao desenvolvimento de instrumentos e estratégias analiticos. No entanto, o estudo
do perfil protéico da apitoxina da abelha africanizada, a qual € predominante no
Brasil, ndo esta bem esclarecida e determinada (RESENDE, 2013). A apitoxina das
abelhas nativas do hemisfério norte tem sido muito estudada, e grande parte de seus



componentes moleculares ja foram isolados e identificados, no entanto, os componentes
da apitoxina das espécies de abelhas neotropicais, apresentam poucos relatos de
estudos cientificos (SANTOS, 2008; DIAS, 2009).

O primeiro proteoma de apitoxina usando espectrometria de massas
combinando eletroforese bidimensional e analise por espectrofotometria de massas em
um equipamento do tipo MALDI-TOF/TOF foi realizado em 2005 (PEIREN, et al, 2005).
Neste estudo foram identificadas 9 proteinas em abelhas europeias, sendo que 3 foram
identificas pela primeira vez. Desde entdo outros estudos focaram na investigagao de
novos componentes, principalmente moléculas pouco abundantes e, também na

caracterizagao estrutural e funcional das mesmas (RESENDE, 2013).

Além disso, uma éarea que vem sendo explorada é a investigacao do
possivel uso dos componentes individuais da apitoxina, ao invés do uso dessa
substancia em sua forma bruta. Esta alternativa pode promover uma administracao
mais segura e especifica das propriedades médicas e farmacéuticas da apitoxina,
por conta da remocao de componentes alérgicos (LEITE & ROCHA, 2005).

Diferentes métodos, assim como o método de fracionamento por
cromatografia de bioafinidade, podem ser aplicados ao estudo da investigacao de
componentes biologicamente ativos constituintes de produtos naturais oriundos de
diversos organismos para possiveis aplicacbes farmacéuticas e médico-biolégicas
(COLLINS, et al, 1997; HEINEN & VEIGA, 2011). Os estudos envolvendo separacao,
purificacdo e caracterizacdo de compostos de origem natural, especialmente
venenos e peconhas animais, sdao de extrema importdncia para numerosas
aplicagdes em bioquimica e em quimica de produtos naturais (MENDES, et al.,
2004).

1.2.2 — Potencial farmacoldgico

Os individuos que recebem mudltiplas ferroadas de abelhas africanizadas,
desenvolvem intensa acompanhada de insuficiéncia renal e insuficiéncia respiratoria,
causada principalmente pala acdo da melitina, fosfolipase A2 e apamina sobre a

membrana dos eritrécitos. O local atingido apresenta inchago, coloracéao



avermelhada e coceira. Os sintomas iniciais incluem edema difuso, inflamacédo da
pele, dor de cabecga, fadiga e tontura (SHEEHY, 2002; SIMICS, 2000).

Alguns individuos apresentam lesdo subendocardica com presenca de
necrose muscular cardiaca e hipotenséo pelo efeito vasoativo da histamina e outros
mediadores quimicos (OLIVEIRA, et al., 2000). Pode ocorrer faléncia de diversos
orgaos, tais como coracgao, figado e rim, trombocitopenia, coagulagao intravascular
disseminada, hipercalemia e hiperglicemia (GRISOTTO, et al., 2006).

Embora uma reacgdo téxica sistémica possa ocorrer apds 50 ferroadas
simultdneas (SHERMAN, 1995; SCHUMACHER, et al., 1990), a dose letal
considerada é de 500 ferroadas em criangas (SHERMAN, 1995) e 1100 (90 mg) em
adultos. A fatalidade esta associada a quantidade de apitoxina, em miligramas,
injetada na vitima, por quilograma de massa corpérea (SCHUMACHER & EGEN,
1995), sendo a quantidade de apitoxina injetada em 19 ferroadas por quilograma de
massa corpérea considerada como a dose média letal (WINSTON, 1994; KOLECKI,
1999).

A grande quantidade de apitoxina pode até ser letal para seres humanos, no
entanto se administrada em pequenas doses pode apresentar propriedades
promissoras. As propriedades curativas da apitoxina tém uma tradicdo muito antiga.
Hipocrates empregou ferroadas de abelhas nele préprio, além de Galen (130 D.C) e
Charlemagne terem recebido tratamento semelhante em articulagbes com artrite.
Likomskiy em 1864 e Tere em 1888 publicaram os primeiros estudos clinicos a
respeito da influéncia de picadura de abelha em reumatismo (BECK, 1997). Os
apicultores relatam que as dores nas articulagbes parecem melhorar depois de
terem sido picadas repetidamente por abelhas (BROADMAN, 1997).

Este € um produto que vem ganhando grande destaque nos estudos
cientificos e é utilizado como ferramentas farmacolégicas para o tratamento de
diversos tipos de doengas como citado por Leite e Rocha (2005), que descrevem a
apitoxina como uma substancia utilizada para o tratamento de doencas de pele
(eczema e Ulceras topicas), inflamacdes (laringite e mastites), viral (herpes simples
do tipo 1 e 2), reumatoldgica (artrite reumatica, osteoartrite e artrite traumética,
bursites), cardiovascular (hipertensao,arritmias e arteriosclerose), pulmonar

(enfisema e asma), contra esclerose multipla, e combate ao cancer.



A apitoxina tem sido relatada como eficaz no tratamento de enfermidades,
devido suas propriedades antiinflamatorias, principalmente sobre doengas
reumaticas. Estudos relataram que houve diminuicdo da expressdo de COX-2 e
fosfolipase A2 e dos niveis de fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina (IL-1 e
IL-6), 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ERO), no combate a artrite
reumatoide (PARK, et al,. 2004; SON, et al., 2007).

O tratamento com apitoxina ou seus compostos isolados apresentaram
resultados favoraveis inclusive diante de condicbes ateroscleréticas, doenca
inflamatdria crénica caracterizada pela formagéao de ateromas nos vasos sanguineos
(LEE, et al., 2010; KIM, et al., 2011; KIM, et al., 2012).

Administrado via intraperitoneal, a apitoxina reduziu a formagéao de placas

ateroscleroéticas e o nivel de lipidios séricos em camundongos (LEE, et al., 2010).

A administragdo isolada da apamina também demonstrou propriedades
antiinflamatérias em estudo experimental com reducdo da expressdo do TNF-q,
molécula de adesao celular vascular (VCAM)-1 e molécula de adesao intercelular
(ICAM)-1, bem como a via de fator nuclear kappa B (NF-kB), demonstrando
potencial atividade preventiva mediante condicoes ateroscleréticas (KIM et al.,
2012).

Um estudo, onde camundongos receberam apitoxina no local da ferida, foi
observado acelerado processo de contracao e re-epitelizagao tecidual, aumento da
producdo de colageno e reducdo do tamanho da ferida, além de aumento da
expressao do TGF-B1, fibronectina, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e colageno | na area de cura da ferida por meio da coloracdo de imunohistoquimica
(HAN, et al., 2011).

Estudos apontam resultados positivos da pegonha de abelhas quando
utilizada no tratamento de varios tipos de cancer, entre eles os de ovario, bexiga,
figado, mama, prostata e pulmdo (JANG, et al., 2003; ORSOLIC, et al., 2003;
RUSSEL, et al., 2004; HU, et al., 2006; JO, et al., 2012). Segundo a pesquisa, a
destruicdo das células cancerigenas ocorre principalmente pela agdo dos
componentes como melitina, fosfolipase A2 e apamina, elementos que agem contra
as células tumorais (PARK, et al., 2010; ORSOLIC, 2011).



Estudos recentes relataram vérios efeitos da peconha de abelha como a
inducao de apoptose e necrose e efeitos na proliferacao, citotoxicidade e inibicdo do
crescimento em diferentes tipos de células cancerosas (LIU, et al., 2002; JANG, et
al., 2003; MOON, et al., 2006; HU, et al., 2006; HAN, et al., 2007).

Pesquisas apontam que a melitina isolada pode induzir a parada do ciclo
celular e inibir o crescimento e apoptose em varias células tumorais (LI, et al., 2006;
LIU, et al., 2008).

No que se refere a acado da apitoxina no Sistema Nervoso Central (SNC),
estudos tem apontado potencial efeito neuroprotetor sobre determinadas doencas
como a esclerose multipla (EM) (CASTRO, et al., 2005; NAMAKA, et al., 2008), a
esclerose lateral amiotréfica (ELA) (YANG, et al.,, 2010; YANG, et al.,, 2011), a
doenca de Alzheimer (LEE, et al., 2012) e a doenca de Parkinson (DOO, et al., 2010;
KIM, et al., 2011b; LEE, et al., 2012; CHUNG, et al., 2012).

A apitoxina bruta, assim como alguns componentes isolados apresentaram
atividade antimicrobiana contra virus e bactérias (BOGAART, et al., 2008; CHEN, et
al., 2010; WANG, et al., 2011). Boutrin e colaboradores (2008) demonstraram o
efeito da fosfolipase A2 sobre o Trypanosoma brucei brucei e enterobactérias.

Observa-se dessa forma que a apitoxina, por meio da sinergia dos
compostos, bem como seus componentes de forma isolada, apresentam uma
extensa aplicabilidade terapéutica em virtude das inUmeras propriedades bioldgicas.
Faz-se necesséario um maior conhecimento acerca deste produto o que possibilita 0
desenvolvimento de novas pesquisas na area para elucidar as aplicabilidades da
apitoxina, uma vez que a utilizacdo de recursos naturais configura-se como uma
importante alternativa para a industria farmacéutica que vem produzindo drogas
mais eficazes, dotadas de maior seletividade contra varias condi¢coes patoldgicas e

com menor incidéncia de efeitos ndo desejados.



1.3 — LECTINAS

1.3.1 — Consideraces gerais

Lectina é uma classe de proteinas, de origem nao imunolégica, capaz de se
ligar especifica, reversivel e ndo covalentemente a carboidratos ou glicoconjugados,
podendo ser encontrados em quase todas as formas de organismos vivos, incluindo
plantas, vertebrados, invertebrados e microorganismos (PEUMMANS & VAN
DAMME, 1995; LORIS, 2002). Ela é capaz de ligar-se a carboidratos livres ou a
carboidratos de superficie celular sem modificar a estrutura dos mesmos
(NISHIMURA, et al., 2000).

Acredita-se que o primeiro relato cientifico das lectinas ocorreu em 1888
com a publicagdo de Stillmark intitulada “Uber Ricin ein giftiges fermenta us den
samen von Riccinus communis L. und einigen anderen Euphorbiaceen”. Foi
descoberto que o extrato de semente de mamona (Ricinus communis) proporcionava
a aglutinacdo de eritrécitos e mostrou que a fracdo ativa desse exirato era uma
proteina que denominou de ricina. Esta lectina além de aglutinar eritrocitos era
capaz de aglutinar células epiteliais, células de figado, leucocitos e que reagia de
maneira distinta com diversos tipos de eritrocitos (KENNEDY, et al., 1995; CASTRO,
2007).

No entanto, alguns autores acreditam que as lectinas animais foram
descobertas quase 20 anos antes dos trabalhos de Stillmark, pois as lectinas
estudadas por ele ndo foram associadas como proteinas ligantes de carboidrato.
Dessa forma concluiu-se que a primeira lectina descoberta foi de origem animal e
que a primeira atividade hemaglutinante dessas proteinas foi observada em
peconhas de serpentes da espécie Crotalus durissus (KILPATRICK & GREEN, 1992;
KILPATRICK, 2002).

O primeiro nome dado as moléculas e extratos vegetais capazes de aglutinar
eritrocitos e outras células, foi “aglutinina”. A partir de entdo, outros nomes foram
surgindo ao longo do tempo para descrever esta classe protéica, a qual apresentava
atividade aglutinante. Foram chamadas de hemaglutininas, fitohemaglutininas e
fitoaglutininas (KENNEDY, et al., 1995). Somente a partir da década de 50 que o



termo “lectina” foi empregado, originando-se do latim /egere, que significa selecionar,
eleger. Este termo refere-se a habilidade dessas proteinas ligarem-se seletivamente
e reversivelmente a carboidratos, e que sdo capazes de reconhecer receptores
glicidicos especificos presentes nas células vermelhas do sangue, promovendo
aglutinacao (ETZLER, 1985; SHARON & LIS, 2004) (FIGURA 1).

' 2
.
FIGURA 1: Representacdo esquematica de aglutinacao por lectinas: LECTINA g W , € seus

ligantes de superficie da célula ®, o, ® >, carboidratos ou nao-carboidratos, ligantes ou nao-

ligantes.

Fonte: Adaptado de KENNEDY, et al., 1995.

Os estudos de Ehrlich (1891) com a ricina e a abrina (lectina de Abrus
precatorius) contribuiram para o surgimento da Imunologia Basica, visto que,
bezerros poderiam ser prevenidos da intoxicagdo por abrina ou ricina quando
alimentados por pequenas concentracdes de suas respectivas sementes de origem.
Atualmente sabe-se que tanto a ricina quanto a abrina apresentam duas
subunidades, sendo a primeira constituida de uma subunidade téxica com atividade
N-glicosidasica (cadeia A) e a segunda composta pela fracao ligante de carboidratos
(cadeia B) (BARBIERI, et al., 1993).

No ano de 1970 iniciou-se o estudo da “lectinologia”, apos a publicagdo do
trabalho de Sharon e Lis (1972), realizando uma listagem das lectinas até entao



isoladas e caracterizadas e suas possiveis aplicacdes, principalmente no campo da
histopatologia. Segundo Loris (2002), o estudo estrutural das lectinas teve inicio
nesta mesma década de 1970, com a estruturacdo da forma cristalizada da
Concavalina A (ConA), no entanto, apenas em 1989 foi determinado o primeiro
carboidrato ligante de ConA, o metil-a-D-manopiranosideo.

Somente em 1974 foi descrita a primeira lectina de origem animal, sendo
esta denominada como “uma lectina hepatica de mamiferos”. A investigagdo sobre
lectinas que interagem com [(-galactosideos tiveram o seu inicio com as
eletrolectinas extraidas da enguia, na mesma década (TEICHBERG et al., 1975;
HARRISON, 1991).

As lectinas ocorrem em toda a natureza, sendo encontrados nos mais
diversos organismos. E possivel constatar a presenca de lectinas em
microorganismos (KENNEDY, et al., 1995; WEIS, 1997; LORIS, 2002), em plantas
(MOREIRA, et al., 1997; OLSNES & KOZLOV, 2001; ZANETTI, 2007; SILVA, et al.,
2010), em fungos (LIU, et al., 2004; LI, et al., 2008; FENG, et al., 2006; ZHAO, et al.,
2008), em animais (TUNER, 1996; WANG & WANG, 2012).

A dificuldade de se iniciar os estudos com lectinas animais se deve ao fato
de apresentarem uma expressao tecidual inferior em relagdo as lectinas vegetais.
Para uma caracterizacdo mais detalhada das lectinas animais, se faz necessério

partir de uma quantidade muito grande de material bruto (LAM & NG, 2011).

Em invertebrados as lectinas sdo encontradas na hemolinfa e auxiliam na
resisténcia a infec¢des (papel analogo ao das imunoglobulinas nos vertebrados). Em
vertebrados as lectinas sdo encontradas em duas formas: na forma solavel; e
ligadas a membrana, podendo agir como mediadores no reconhecimento entre as
células (SHARON & LIS, 1993).

A caracteristica fundamental das lectinas €& sua capacidade de
reconhecimento de carboidratos tanto em solugdo como na superficie celular.
Baseado na sequéncia de aminoacidos das lectinas animais, foi proposto que a
atividade do ligante carboidrato na sua maioria reside em um segmento polipeptidico
chamado Dominio de Reconhecimento de Carboidrato (CRD - Carbohydrate
recognition domain) (SHARON & LIS, 2004). Diversos tipos de CRDs foram

descritos, cada um compartilhando um padrao invariante e altamente conservado d



residuos de aminoacidos. Dessa forma é possivel dividir a maioria das lectinas
animais em cinco classes principais, com base no alinhamento das sequéncias de
aminoécidos dos CRDs (POWELL & VARKI, 1995; DRICKAMER, 1998).

A classificacdo mais aceita para lectinas de origem animal, baseando-se nas
caracteristicas estruturais, sédo lectinas do tipo-C, lectinas do tipo-P, lectinas do tipo-I
(ou selectinas), lectinas do tipo-S (ou galectinas) e pentraxinas (DRICKAMER, 1988;
KILPATRICK, 2002).

As lectinas do tipo-C requerem ions Ca?* para sua atividade de ligacdo a
carboidratos e o CRD é caracterizado por um dominio constituido de 100 a 130
residuos de aminoacidos. Este grupo de lectinas apresenta solubilidade variavel,
estdo localizadas principalmente no meio extracelular e possuem residuos de
cisteinas ligados formando pontes dissulfeto (DRICKAMER, 1998).

As lectinas do tipo-S, também conhecidas como galectinas, apresentam
atividade independente de Ca?', possuem CRD conservado e ligagdo a p-
galactosideos (DRICKAMER, 1998). As galectinas sdo amplamente distribuidas no
reino animal e tém sua propriedade molecular basica conservada como
especificidade e arquitetura protéica (KASAI & HIRABAYASHI, 1996). Sao
estudadas intensivamente devido ao seu desempenho na adesdo, regulacdo do
crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (KILPATRIK, 2002; PERILLO, et
al., 1998; KASAI & HIRABAYASHI, 1996). Podem ser encontradas tanto intra quanto
extracelularmente. Sao soluveis e possuem grupos tidis livres, pois a oxidacao inibe
sua atividade (DRICKAMER, 1988).

As lectinas do tipo-l consistem em um grupo de lectinas que desempenha
funcao no sistema imune. Sao conhecidas como imunoglobulinas-like, pois pertecem
estruturalmente a superfamilia das imunoglobulinas, desempenhando papel no
sistema imune. Estdo nesta categoria lectinas que se ligam ao acido sialico, de
maneira independente de Ca?*. Sdo proteinas integrais de membrana e possuem
amplos dominios citosélicos com potenciais sitios de fosforilacdo (POWEEL &
VARKI, 1995).

As lectinas do tipo-P sao altamente especificas para manose-6-fosfato. Sao
formadas por apenas dois membros (o receptor mano-6-fosfato dependente de
célcio e o fator Il de crescimento semelhante a insulina/receptor manose-6-fosfato)



com massa molecular de 300 e 46 kDa respectivamente (DAHMS & HANCOCK,
2002).

As pentraxinas sao proteinas plasmaticas que incluem, dentre outras, a
proteina reativa C. Essas lectinas proliferam quando ha algum processo de
inflamacéo ou injuria tecidual no organismo e podem desempenhar fungcdes como
estimulacao da fagocitose por leucécitos. Estas lectinas formam pentameros e séo
ligantes de ligantes Ca?* (GABIUS, 1997; BRINDA, et al., 2005; GABIUS & WU,
2006).

1.3.2 — Propriedade das Lectinas: especificidade por agucares

Interacdes entre proteinas e carboidratos sdo a base de inUmeros processos
biolégicos, sejam eles naturais ou patol6gicos (SHARON & LIS, 2003). Desta forma
as lectinas encontram-se relacionadas a diversas infecgcbes causadas por virus,
bactérias, fungos e outros microrganismos; interagcdo entre células; fertilizagéo;
reconhecimento; processo de metastase; crescimento e diferenciacdo celular
(LORIS, et al., 1998).

O papel fisiologico desempenhado pelas lectinas esta intimamente ligado
aos receptores naturais a essas proteinas. Os glicoconjugados possuem uma por¢cao
glicidica com estrutura complementar ao dominio de reconhecimento de carboidrato
da lectina, caracterizam-se assim, como os receptores destas proteinas nos diversos
organismos. Com excec¢ao de algumas enzimas as lectinas s&o as unicas proteinas
capazes de interagirem com glicoconjugados presentes na superficie de
microorganismos (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

As lectinas interagem especificamente com monossacarideos, estejam eles
livres como aclUcares simples ou como parte de grandes moléculas
(oligossacarideos simples ou complexos; ou os polissacarideos).

A D-galactose é constituinte de varios oligossacarideos como a lactose,
melibiose e rafinose. Este monossacarideo pode ser liberado na hidrélise de
polissacarideos incluindo gomas e mucilagens (SZAIDMAN, 1999).



A especificidade das lectinas pode ser definida em fungdo dos
monossacarideos que apresentam capacidade de inibicdo das reagdes de
aglutinacao e precipitagao induzidas pela lectina (BOlI, et al., 2006). Os componentes
monossacaridicos podem ser classificados em dois grupos, com base no padrao de
reconhecimento das lectinas, funcdo e histéria evolucionaria. Todos os agucares, em
ambos os grupos, na forma piranosidica, mostram um arranjo em comum da
hidroxila do C-3, do oxigénio do anel e dos carbonos das posi¢des 5 e 6 do anel. Um
dos grupos é constituido por glucose, manose e N-acetilglucosamina (GIcNAc), que
possuem o mesmo arranjo de grupos hidroxila equatoriais nas posicées C-3 e C-4,
enquanto o segundo grupo, constituido por galactose e N-acetilgalactosamina
(GalNAc), é caracterizado pela presenga de um grupo hidroxila axial na posi¢cao C-4.
Dessa forma, os dois grupos podem ser distinguidos pela orientacdo do grupo
hidroxila do C-4. Dentro de cada grupo, a orientacao e substituicdo na posi¢ao 2 do
anel varia (FIGURA 2) (DRICKAMER, 1997).
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FIGURA 2: Componentes monossacaridicos.

Fonte: Adaptado de DRICKAMER, 1997.



Lectinas que apresentam especificidade por D-galactose nao interagem com
D-glucose (seu epimero-4) ou D-manose (epimero-2 da glucose), e vice-versa (LIS &
SHARON, 1998).

Quando o anel piranosidico desses monossacarideos é formado, dois
isbmeros configuracionais podem ser obtidos devido ao surgimento do centro
anomérico em C-1 (SZNAIDMAN, 1999). O grupo hidroxila no carbono anomérico
pode, entdo, assumir as posi¢cées a ou B (CARPITA & MCCANN, 2000). Certas
lectinas, que possuem a mesma especificidade, combinam-se preferencialmente, ou,
em alguns casos, exclusivamente, com um dos anémeros a ou [ do
monossacarideo, enquanto outras perderam essa especificidade anomérica (LIS &
SHARON, 1998). Algumas lectinas, portanto, reconhecem seqiéncias especificas de
sacarideos nao somente pela ligacdo glicosidica inter-residual, mas também pela
configuragdo anomérica desses agucares (DE-SIMONE, et al., 2006).

1.3.3 — Sitios carboidrato-ligantes e interacdes lectina-carboidrato

As lectinas sao classificadas de acordo com suas caracteristicas topol6gicas
no sitio de combinacdo com o carboidrato. Neste sentido essas proteinas podem ser
divididas em dois grupos principais: as proteinas do grupo |, as quais apresentam
um sitio de ligacdo enterrado e engolfa totalmente o ligante sobre o sitio (proteinas
de transporte periplasmico bacteriano e enzimas); e as proteinas do grupo Il, que
diferem das primeiras por possuirem um sitio raso, superficial, a maioria na forma de
uma depressao na superficie protéica. Este grupo compreende as trés classicas
familias de lectinas (lectinas de legumes, lectinas tipo-C e galectinas), assim como
outras lectinas de plantas, proteinas virais, toxinas, anticorpos anticarboidrato e
pentraxinas (ELGAVISH & SHAANAN 1997).

Segundo Sharon e Lis (2003) os sitios de ligacdo das lectinas sao diversos,
mesmo quando a especificidade € a mesma. No entanto, dentro de uma mesma

familia de lectinas, os sitios podem ser semelhantes.

A interagéo entre os carboidratos e lectinas ocorre primariamente por pontes
de hidrogénio e interagdes hidrofébicas. Em alguns casos pode ocorrer por ligagoes
metalicas e interagcdes eletrostaticas (LIS & SHARON, 1998).



A disponibilidade de hidroxilas (grupo OH) nos carboidratos capacita-os a
participarem de redes complexas de pontes de hidrogénio, formadas usualmente por
pontes de hidrogénio cooperativas, nas quais a hidroxila atua simultaneamente
como doador e aceptor de elétrons (SHARON & LIS, 2003). Baseando-se na
estrutura piranosidica dos monossacarideos, as hidroxilas dos carbonos 4 e 6 sao as
que formam mais extensivamente pontes de hidrogénio, embora a hidroxila em C-3
também esteja engajada com um grupamento amida da estrutura da lectina. As
pontes de hidrogénio geralmente nao envolve a hidroxila em C-2, pois se posiciona
fora da superficie proteica. A D-galactose apresenta hidroxilas nas posicdes 3 e 4

gue estao envolvidas em um série de pontes de hidrogénio (DRICKAMER, 1997).

A regido da lectina que participa das pontes de hidrogénio sdo as cadeias
laterais dos seus aminoacidos, com maior frequéncia os residuos de aspartato e
asparagina, além de glutamato, glutamina, arginina e serina. Os atomos de
hidrogénio e oxigénio dos grupos NH e CO da cadeia principal também contribuem
para a formagcdo de pontes de hidrogénio em uma menor extensdo. Estas pontes
entre proteinas e carboidratos podem ocorrer mediadas ou ndo por agua (SHARON
& LIS, 2003).

De acordo com Weis e Drickamer (1996), apesar de os carboidratos
apresentarem carater hidrofilico, a disposicdo estérica dos grupos hidroxila cria
regides hidrofébicas na superficie da molécula, que interagem com cadeias laterais
hidrofébicas da proteina. Assim, interacdes hidrofébicas desempenham o principal
papel de reconhecimento das moléculas de agucar pelas lectinas. Podemos
destacar, principalmente, a interacado entre residuos aromaticos do sitio das lectinas
galactose-ligantes e a molécula de galactose. Um residuo de aminoacido aromatico,
geralmente Trp, mas em poucos casos, Tyr e Phe, possivelmente, é o componente-
chave do sitio de ligagao de diversas proteinas ligantes de carboidrato. Esse residuo
de aminoacido, provavelmente, assegura a orientacdo adequada do agucar no sitio
de ligagcédo, pois orienta os atomos de hidrogénio apolares desse sacarideo em
diregcdo ao anel aromatico e mantém os atomos de oxigénio afastados desse anel.
Os atomos de hidrogénio C3-H, C4-H, C5-H e C6-H da galactose interagem com o
residuo aromatico em numerosas posi¢oes-orientagdes. Esses atomos de hidrogénio
fazem interagbes com diferentes regidbes do residuo aromatico nos diferentes

complexos que podem ser formados (SUJATHA et al., 2004).



A galactose tem a liberdade de se mover ao longo do plano do residuo
aromatico para estabelecer interagdes 6timas com o sitio de ligacdo das proteinas
galactose-ligantes. Apés atingir a distancia apropriada e a orientagao favoravel para
a galactose em relagdo ao aminoacido aromatico, esse sacarideo estara posicionado
de forma a otimizar também as interacbes com os demais residuos do sitio de
ligagdo (SUJATHA & BALAJI, 2004).

Cations divalentes como o calcio (Ca?!), estdo envolvidos no
reconhecimento de carboidratos em algumas lectinas, modelando indiretamente, o
sitio de ligacdo (WEIS & DRICKAMER, 1996).

As lectinas animais que apresentam esta peculiaridade, as denominadas
lectinas tipo-C, apresentam o CDR como uma estrutura globular compacta (WEIS, et
al., 1991). Outro fator estrutural é o posicionamento da regido ligante de célcio em
um super loop (ZELENSKY & GREADY, 2005).

Lectinas ligantes de D-galactose, provenientes de peconhas ofidicas,
geralmente possuem 135 aminoacidos em cada cadeia, sdo acidas e apresentam o
CRD e o loop ligante de célcio altamente conservado. Além disso, sao
homodiméricas, sendo suas subunidades conectadas por residuos de cisteinas na
posicdo 86 de cada cadeia que formam ponte dissulfeto (FIGURA 3). Nao sao
apenas as pontes dissulfetos que estabilizam a proteina, as pontes de hidrogénio
intermoleculares e interacées hidrofébicas estariam envolvidas nessa estabilidade
(GUIMARAES-GOMES, et al., 2004).



FIGURA 3: Estrutura secundéria de uma lectina (BiL) isolada de peconha da serpente Bothrops

insularis, complexada com o Ca®* (esfera cinza) e a galactose.

Fonte: Adaptado de GUIMARAES-GOMES, et al., 2004.

De acordo com o modelo estrutural da BiL, Gomes-Guimardes e
colaboradores (2004) afirmam que estruturalmente os ligantes de célcio envolveriam
a cadeia lateral de atomos de oxigénio dos aminoacidos GIn96, Asp98, Glu104 e
Asn119, de modo que o Ca?* e galactose se apresentam no mesmo loop da
proteina. Uma molécula de agua também interagiria entre o grupo 2-hidroxil da
galactose e a GIn121 da lectina, contribuindo para sua estabilidade (FIGURA 4).
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FIGURA 4: Dominio de reconhecimento de carboidrato e loop ligante de calcio. A galactose esta
representada em vermelho, o Ca?* em cinza. Os aminoéacidos envolvidos também estao destacados

em azul.

Fonte: GOMES-GUIMARAES, et al., 2004.

Esse dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD) entdo se liga aos
carboidratos presentes na membrana dos eritrocitos, caracterizando a chamada
hemaglutinacado por lectinas, de modo que, por conterem mais de uma cadeia, 0
CRD de cada cadeia da lectina se liga a uma célula diferente, proporcionando a
formacéao de ligacdes cruzadas.

Segundo Drickamer e Taylor (1993), a presenca do CRD em cada
subunidade pode nao ser um fator determinante para que as proteinas que o
possuam apresentem atividade ligante de carboidratos. Essa situagcao ocorre com as
chamadas lectinas-like, proteinas encontradas em diversos organismos, inclusive
peconhas de serpentes, sendo que algumas até possuem o CRD conservado,
porém podem nao apresentar atividade hemaglutinante. As lectinas-like sao
proteinas compostas por af§ heterodimeros de aproximadamente 14 kDa e 18 kDa,

respectivamente. Essas moléculas diferenciam-se das lectinas verdadeiras por nao



serem capazes de interagir com carboidratos e sdao chamadas dessa forma por
apresentarem homologia sequencial com o CRD (ARLINGHAUS & EBLE, 2012).

E comum que as lectinas apresentem baixa afinidade por monossacarideos
e possuam uma afinidade maior por carboidratos ramificados. Acredita-se que a
seletividade por um determinado ligante € aumentada varias ordens de magnitude
por meio de ligantes multiplos (mecanismos de ligacao adicional em subsitios) e
multivaléncia de subunidade (RINI, 1995; WEIS & DRICKAMER, 1996). Multivaléncia
de subunidade, por outro lado, ocorre quando varias subunidades da mesma lectina
se ligam a diferentes extensbes de um carboidrato ramificado (ELGAVISH;
SHAANAN, 1997).

Enquanto a seletividade definitiva das lectinas se deve, provavelmente, aos
mecanismos de multivaléncia, o fator principal discriminatorio no reconhecimento de
carboidratos é a especificidade primaria por monossacarideos, que € também
indicativo do carboidrato ramificado que esta sendo reconhecido. Dessa forma,
lectinas galactose-especificas requerem a presenca de galactose, ou seus derivados
amino-acetilados para se ligarem. A estereoquimica das pontes de hidrogénio
formadas e a disposicao preferencial dos residuos aromaticos desempenham um
papel-chave na elucidacdo da especificidade primaria (ELGAVISH; SHAANAN,
1997).

1.3.4 — Funcgdes bioldgicas das lectinas

A propriedade das lectinas em interagirem com carboidratos é a base para o
estabelecimento das diversas funcdes bioldgicas destas biomoléculas. Os
carboidratos servem como mediadores determinantes no reconhecimento pelas
lectinas em interacdes célula-molécula e célula-célula (SHARON & LIS, 1989). As
lectinas estdo associadas a processos bioldgicos como endocitose, translocacao
intracelular, migracdo, adesao, fagocitose e ligacdo de microorganismos em células
hospedeiras (SHARON & LIS, 1993; CARVALHO, et al., 2001; GABIUS, et al., 2002;
IMBERTY, et al., 2004) (FIGURA 5).
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FIGURA 5: InteracOes das lectinas com carboidratos de superficie: Lectinas promovem interacdes
célula-célula e/ou célula matriz extacelular através do reconhecimento especifico de glicoconjugados.

Fonte: SHARON & LIS, 2004.

. Foi sugerido que as lectinas funcionam como substancias de reserva, ja
que sao degradadas e contribuem com aminodcidos para o desenvolvimento das
plantulas e ainda como mediadoras da simbiose entre bactérias fixadoras de
nitrogénio e raizes de leguminosas, assim como, agentes de defesa da planta contra
patdégenos e predadores (PEUMANS & VAN DAMME, 1993; WANG, et al., 2000).

Nos fungos, as lectinas apresentam importante papel na dorméncia,
crescimento e morfogénese, combate a infeccdes parasitarias e reconhecimento

celular durante os primeiros estagios de micorrizagdo (CUNHA, 2010).

Em animais as lectinas apresentam funcées de imunidade inata, regulacao
de crescimento e ciclo celular, reconhecimento 6vulo espermatozéide entre outros
(SHARON & LIS, 2004).

As fungdes bioldgicas das lectinas em venenos e pegonhas ainda nao estao
esclarecidas, no entanto, alguns efeitos biol6gicos de lectinas de peconhas de



serpentes tém sido relatados, tais como agregacao plaquetaria, inducdo de edema,
liberacao de calcio do estoque interno de células, inbigdo da proliferacdo de células,
inducéo de inflamagéo e citotoxidade (MARCINKIEWICZ, et al., 1997; PANUNTO, et
al., 2006).

1.3.5 — Lectina de venenos e pegonhas animais

As lectinas tém sido descritas em sementes, bactérias, caramujos,
vertebrados, fungos, venenos e peconhas animais, dentre outros organismos
(KILPATRICK, 2002).

Os venenos e peconhas animais caracterizam-se como fonte de lectinas
ainda pouco explorada. A importancia toxicolégica dessas moléculas tem sido
demonstrada em alguns organismos, mas nao totalmente esclarecida. No entanto,
os estudos com lectinas de venenos e pegonhas caracterizam-se como promissores

no campo da biotecnologia.

A dificuldade nas pesquisas com as lectinas animais, principalmente nos
venenos e peconhas, relaciona-se ao fato de que os rendimentos sdo extremamente
baixos. A massa de purificagdo dessas lectinas necessita de grandes quantidades
de matérias-primas (LAM & NG, 2011).

As lectinas de peconhas mais estudadas sao as de serpentes, denominadas
SVL (snake venom lectin), e foram isoladas das peconhas referentes as familias
Elapidae, Viperidae e Crotalidae. Estas proteinas compdem a familia das lectinas
tipo-C e correspondem de 1 a 5% do peso seco da peconha (NIKAI, et al., 2000;
HAVT, et al., 2005).

A primeira lectina isolada e parcialmente caracterizada de uma peconha
animal foi obtida da serpente Bothrops atrox. Esta lectina foi denominada
trombolectina e suas caracteristicas bioquimicas e biolégicas sao: lectina [3-
galactosidea; proteina homodimérica ligada por ponte dissulfeto com monémeros de
peso molecular em torno de 15.000 Da; proteina nao glicolisada; ponto isoelétrico
heterogéneo (pl 6,4 ou entre 9,5-9,7); lectina ligante de caélcio; atividade de
hemaglutinacdo dependente da presenca de calcio e inibida por agentes redutores,



EDTA, acucares e aquecimento (GARTNER, et al, 1980; GARTNER & OGILVIE,
1984).

Lectinas isoladas das peconhas de serpentes j4 mostraram ter acoes
terapéuticas como acdo anti-tumoral e agcdo bactericida (BARBOSA, et al., 2010,
KASSAB, et al., 2004; NUNES, et al., 2011, PEREIRA-BITTENCOURT, et al., 1999).
Essa ultima, bastante descrita para lectinas ligantes de sacarose de peconhas
ofidicas parece ter grande importancia para o aparato bucal da serpente, prevenindo
qgue ocorra infeccdo durante o processo digestivo apés o ataque a presa (DU &
CLEMENTSON, 2010).

As SVL apresentam atividade mitogénica em linfécitos, inducao de edemas
em ratos, inibicdo da proliferagcdo de células tumorais e estimulacao da migracao e
adesdo de neutréfilos in vivo (LOMONTE & CARMONA, 1992; OZEKI, et al., 1994;
DE CARVALHO, et al., 2001; ELIFIO-ESPOSITO, et al., 2007).

BmLec, uma lectina purificada da peconha da serpente Bothrops moojeni, é
um exemplo de lectina com atividade anti-bacteriana, atuando de modo a diminuir o
crescimento das bactérias em até 15%, por meio de alteragdes estruturais na
bactéria, que, por sua vez, incluem um elevado indice de vesiculagcdo na membrana
bacteriana, seguido de ruptura da mesma em alguns casos. Dessa forma, BmLec
induz a agregacao bacteriana, e por conseguinte, leva a precipitacao de estruturas

dessa membrana bacteriana, o que diminuiu sua replicacao (BARBOSA et al., 2010).

BIL, uma lectina ligante de galactose purificada da pegonha de Bothrops
leucurus, também apresenta atividade anti-microbiana contra bactérias Gram-
positivas, patogénicas ao homem. Os autores sugerem que a lectina interage com o
peptidoglicano presente na parede celular dessas bactérias, mas que 0 mesmo nao
ocorre quando a proteina é testada em bactérias Gram-negativas. (NUNES et al.,
2011). Apesar de o mecanismo de acao de lectinas originadas de peconhas ofidicas
sobre bactérias ainda ndo estar bem elucidado, ja se pode inferir que as mesmas
podem ser utilizadas como farmacos com agao bactericida.

Lectinas da peconha de outras espécies de serpentes também foram
isoladas e tiveram seus Dominios de Reconhecimento de Carboidratos (CRD)
caracterizados, como a lectina Cal de Crotalus atrox (WALKER, et al., 2004), lectina
BjL de Bothrops jararaca, lectina BpL de Bothrops pirajai, lectina ApL de Agikstrodon



piscivorus, lectina BaL de Bitis arientans, lectina BiL de Bothrops insularis e a lectina
BjcuL de Bothrops jararacussu (GUIMARAES-GOMES, et al., 2004).

Outras espécies de animais peconhentos tiveream suas lectinas isoladas e
identificadas, como a lectina SHL-1 da aranha Selenocosmia huwena (LU, et al.,
1999), quatro lectinas da aranha Ornithoctonus huwena (YUAN, et al., 2007), a
lectina Nattectina, uma lectina D-galactose ligante do tipo-C da peconha do peixe
Thalassophryne natteri (SARAIVA, 2007).

A peconha do escorpido Buthus occitanus teve uma lectina isolada e
parcialmente caracterizada por Hoang e colaboradores (2001). Uma lectina chamada
Odorranalectina foi identificada no veneno secretado pela pele do sapo Odorrana
grahami (LI, et al., 2008).



2 - OBJETIVOS

2.1 - GERAL

Isolar e caracterizar bioquimicamente a fragdo lectinica da apitoxina

abelha Apis mellifera L.

2.2— ESPECIFICOS
2.2.1 - Obter a fracao lectinica constituinte da apitoxina;
2.2.2 - Determinar o carater lectinico da fracao protéica isolada;

2.2.3 - Realizar a caracterizacao bioquimica da fracéo;

da



3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — AMOSTRAGEM: APITOXINA DE Apis mellifera L.

A amostra de apitoxina foi adquirida de abelhas da espécie Apis mellifera L.
criadas em apiarios do municipio de Sdo Bento, municipio do estado do Maranhao,
localizado na Baixada Maranhense a uma latitude 02°41'45" sul e a uma longitude
44°49'17" oeste.

A apitoxina foi coletada por meio de extrator elétrico como descrito por
Peiren e colaboradores (2005). O aparelho coletor de apitoxina € composto por um
gerador de pulsos, placas coletoras de vidro e uma bateria. As placas coletoras de
apitoxina foram posicionadas na entrada de cinco colméias simultaneamente,
gerando um pulso elétrico de 12 volts e 2 ampéres. O tempo de coleta foi de uma
hora, sendo realizada no periodo da manha.

Ao término do periodo, os coletores foram retirados e as placas de vidro
mantidas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apdés a evaporacdo dos
componentes volateis, a apitoxina foi raspada, armazenada em tubo eppendorf e

mantida sob congelamento.

3.2 — ISOLAMENTO DA FRAGCAO LECTINICA DA APTOXINA

3.2.1 — Preparacéao da amostra

Uma amostra de 100 mg de apitoxina foi solubilizada em 5mL de solugéo
salina (NaCl 0,15M, pH 7,4) sob agitacdo magnética em Banho de gelo por uma
hora. A suspenséo foi centrifugada em Centrifuga Excelsa Baby | (mod. 206 Fanen)
a 600g. por 10 minutos a 25°C para remocéao das substancias insoluveis.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Longitude

3.2.2 — Cromatografia de bioafinidade em matriz de galactomananas

A amostra de apitoxina (3mL), na concentracao protéica de 10,32 mg/mL, foi
aplicada em coluna (15cm x 1cm) contendo 10 ml de matriz de galactomananas
endospérmicas de Adenanthera pavonina L. (heteropolissacarideo com residuos de
a-D-galactose reticulados com epicloridrina — 500 pL e NaOH 3,0M), previamente
equilabrada com tampao salino (NaCl 0,15M, pH 7,4).

O material ndo retido na coluna foi eluido com o tampao de equilibrio e
coletado em fragdes de 2,0 mL, em fluxo de 1mL/min, até a obtencéo de valores de
densidade otica inferiores a 0,009. O material retido a matriz de galactomananas foi
eluido com tampao salino (NaCl 0,15M) contendo D-galactose (0,2M) e coletado em
fragcdes de 2,0 mL. As fragdes obtidas foram monitoradas pela leitura de absorbancia
a 280nm em espectrofotometro (SHIMADZU, UV SPECTROPHOMETER -
MODELO: UV-1800).

As fragGes retidas que apresentaram valores de densidade ética acima de
0,05 foram reunidas em um unico grupo e tiveram suas concentragcées protéicas

determinadas.

As fracOes protéicas foram submetidas a didlise exaustiva contra tampéo
salino (NaCl 0,15M) para retirada dos monémeros de D-galactose, ou contra agua
destilada para troca de tampdo e remocédo da D-galactose, de acordo com a sua
posterior aplicacdo. Posteriormente foram concentradas em tubos Vivaspin (SIGMA-
ALDRICH) com membranas de exclusdo MWCO 3,000 Da.

Apés estes procedimentos as amostras foram condicionadas sob

congelamento para uso posterior.

3.3 - DETERMINACAO DAS PROTEINAS TOTAIS

A quantificacdo das proteinas totais de todas as amostras foi determinada
pelo método “protein-dye-binding” segundo Bradford (BRADFORD, 1976). Esse
método baseia-se na ligacao do corante Comassie brilliant blue G-250 na sua forma
anidnica a proteina por interagdes eletrostaticas e hidrofobicas causando alteragédo



no comprimento de onda da absor¢cdo maxima do corante de 465 nm para 595 nm,

sendo a absorbancia monitorada a 595 nm.

3.4 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

3.4.1 — SDS-PAGE

As fracbes cromatograficas foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, como descrito por Laemmli (1970). Foram aplicadas no gel de
eletroforese, amostras contendo 20 pg de proteinas.

Os géis de eletroforese foram preparados a partir de uma solugdo de
acrilamida e N’'N’ metileno-bisacrilamida na propor¢cédo de 30:0,8%. Foi preparado o
gel de separacao a 12% utilizando-se tampao Tris-HCI 1,5M pH 8,8, 150uL de SDS
(Dodecil Sulfato de Sédio — 10%), 0,1% (v/v) de N-N-N-N-tetrametildiamina (TEMED)
e 0,1% de Persulfato de Aménio (10%). O gel de concentragéo foi preparado a 4%
utilizando-se tampao Tris-HCI 0,5M pH 6,8, 100uL de SDS (Dodecil Sulfato de Sédio
—10%), 0,1% (v/v) de N-N-N-N-tetrametildiamina (TEMED) e 0,1% de Persulfato de
Amdnio (10%).

As amostras foram dissolvidas na propor¢cdo de 1:1 em tamp&do de amostra
na presenca ou auséncia de B-mercaptoetanol contendo SDS (10%), Glicerol, Azul
de bromofenol (0,5%) e tampao Tris-HCI 0,5M pH 6,8. As amostras foram levadas

para banho-maria (100°C) por 5 minutos.

Foram usados como padrao os seguintes marcadores moleculares: albumina
sérica bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), gliceraldeido-3 fosfato dehidrogenase
(36 kDa), tripsinogénio (24 kDa), lisozima (14,3 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).

O tempo de corrida foi de 4 horas ou até que as amostras atingissem 1,5 cm
do final do gel a 180V, iniciando com 20mA e posteriormente aumentando a

amperagem para 30mA.

Apb6s a corrida o gel foi fixado em solugcao contendo etanol (50%), acido
acético (12%) e formol (0,05%). Posteriormente foi lavado com solucdo de etanol



(20%), em seguida, adicionado solu¢ao de sensibilizagao (0,02% de tiossulfato de
s6dio). Apos esses procedimentos o gel foi submetido a uma solugéo de coloragéao
contendo nitrato de prata (0,2%) e formalina (0,076%), o gel foi entdo lavado com
solucdo de revelacdo contendo 6% de carbonato de sdédio, tiossulfato de sddio
(0,0004%) e formol (0,05%). Por fim foi submetido a uma solucdo de terminacéo

contendo acido acético e solugdo de sacagem com etanol a 20%.

A distancia de migracdo de cada ponto foi determinada em centimetros e
tracada uma curva padrdo para determinagdo da massa molecular relativa que
relaciona logaritmos dos valores da massa molecular relativa dos padrées com a

distancia de migragao.

3.4.2 — Gel Nativo

Para a preparacao do gel nativo foram utilizados os mesmos passos do item
anterior, no entanto, toda essa preparacao foi feita na auséncia de SDS (agente
desnaturante.

Foram aplicadas no gel de eletroforese, amostras contendo 24 ug de

proteinas das fragdes retidas.

Apb6s a corrida o gel foi fixado em solugdo de fixacao contendo metanol
(45%) e acido acético (10%). Posteriormente foi corado com solugdo corante
contendo Comassie blue G-250 (0,1%), metanol 40% e Acido Acético 10%, por 24
horas. O gel foi descorado em solucdo contendo Acido acético (5%) e Metanol
(10%).

3.5 — AVALIACAO DO CARATER LECTINICO DAS FRAGOES

3.5.1 - Teste de Hemaglutinagcéo

Os testes de atividade hemaglutinante da fracao lectinica da apitoxina de
Apis mellifera L. foram realizadas segundo Carvalho e colaboradores (1998), com

algumas modificac¢des.



Placas de titulagdo com fundo “V” receberam inicialmente 50 yL de Tampéo
salino (NaCl, 0,15M pH 7,4) em cada po¢o, em seguida foram aplicados 50 pL
(concentragao proteica = 77,24 ng/mL) das amostras de apitoxina bruta, fracao nao
retida e fracao lectinica no primeiro poco de cada fileira, em duplicata e diluidas de
forma duplo-seriada (1:2, 1:4, 1:6, 1:8,...). Em seguida foi adicionado a estas
diluicées, o volume de 50 pL de uma suspensao de eritrocitos humanos (2%) nao
tratados, dos tipos A, B, AB e O. As amostras de sangue foram obtidas do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Maranhao (Hemomar).

O controle negativo continha 50 uL de Tampao salino (NaCl, 0,15M pH 7,4)
e 50 pL de uma suspensao de eritrocitos humanos (2%).As placas foram mantidas
em repouso por 30 minutos a 37°C e em seguida realizou-se a leitura dos
resultados.

3.5.1.1 — Determinacéo do Titulo de Hemaglutinagao

O titulo de hemaglutinacdo deve ser medido em termos de Unidade
Hemaglutinante (U.H.) como sendo o inverso da maior diluicdo ainda capaz de
apresentar hemaglutinagédo visivel macroscopicamente, obtido através da seguinte

equacao exponencial: U.H. = 2", onde “n” corresponde ao numero do ultimo tubo da

diluicao onde foi possivel detectar hemaglutinagao.

3.5.1.2 — Célculo da atividade hemaglutinante especifica

A atividade hemaglutinante especifica refere-se a divisdo do titulo de
hemaglutinacdo (U.H./mL) pela dosagem de proteinas soluveis (mgP/mL). O
quociente deve ser expresso em U.H./mgP (unidades de hemaglutinagcdo por
miligrama de proteina).



3.5.2 — Teste de inibicdo da hemaglutinacéo por carboidratos

A especificidade por carboidratos da fracdo lectinica da apitoxina foi
determinada por meio do teste de inibicdo da atividade hemaglutinante, qual foi

realizado segundo Ramos e colaboradores (1996) com adaptacoes.

Para a realizagdo do teste, 50 uL de solugdes dos seguintes carboidratos:
glicose (1M), manose (1M), galactose (1M), sacarose (1M) e lactose (300mM) foram
adicionados na coluna 1 da placa de microtitulacéo e foram diluidos serialmente em
tampao salino (NaCl 0,15M, pH 7,4). Em seguida foi adicionado a cada pogo 25 pL
da fracao lectinica na concentragéo de 0,25 pg/mL.

A placa foi incubada por 1 hora a 25°C. Apos este periodo, foram acrescidos
50 pL de solucao de eritrocitos (2%) do tipo sanguineo com maior U.H. em todos os
pocos da placa de microtitulagdo e em seguida foi novamente incubada a 37°C por
30 minutos. A inibicdo da atividade hemaglutinante foi entdo determinada.

Grupos controles foram estabelecidos. O grupo controle positivo foi
composto de 25 pL de tampéo salino, 25 uL da fragéo lectinica e 50 L de solugao
de eritrocitos (2%). O controle negativo foi composto de 50 pL do carboidrato e 50 pL
de solucao de eritrécitos (2%).

Para os carboidratos que foram capazes de inibir a atividade hemaglutinante
foi determinada a concentracdo minima inibitéria (MIC), a qual corresponde a maior
diluicdo, ou menor concentracdo, do acgucar onde permaneceu a auséncia de

atividade hemaglutinante.

3.5.3 — Teste de requerimento de céations divalentes

O requerimento de cations divalentes da fracdo lectinica foi investigado
utilizando-se EDTA no sistema de hemaglutinagdo, em placas de microtitulagéo.

Foram acrescentados nos pogos da coluna 1 da placa de microtitulagcao 50
uL de EDTA (10mM) e foram diluidos duplo-serialmente em tampéo salino (NaCl
0,15M, pH 7,4) presentes nos demais pogos. O volume de 25 uL da fracéo lectinica
da apitoxina (concentragdo de 0,25 pg/mL) foi adicionado em todos os pogos e
incubado por 1h a 25°C. Em seguida, 50 pL de solucao de eritrocitos (2%) do tipo



sanguineo com maior U.H. forma acrescentados e a placa foi novamente incubada
por 30 minutos a 37°C. O grupo controle positivo foi composto de 25 puL de tampéao
salino, 25 pL da fracao lectinica e 50 pL de solugéo de eritrécitos (2%). O controle
negativo foi composto de 50 uL de EDTA (10mM) e 50 pL de solucao de eritrcitos
(2%).

Os resultados foram expressos como a concentragdao minima (MIC) de
EDTA necessaria para inibir a atividade hemaglutinante da fracao lectinica.

3.5.4 — Teste da estabilidade da atividade lectinica por aguecimento

O teste da estabilidade por aquecimento foi realizado conforme descrito por
Moura e colaboradores (2006) com algumas modificagdes.

Amostras de 1 mL da fracdo lectinica na concentragdo de 77,24 ug/mL
foram aquecidas a 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C por 30 minutos e subsequentemente
foram subtidas a determinacao da atividade hemaglutinante como descrito no item
3.4.1 (Teste de Hemaglutinagao). Foi determinado um grupo controle com amostras

a temperatura ambiente (25°C).

O teste da estabilidade da atividade lectinica por aquecimento foi realizado
com eritrocitos humanos (2%) do tipo sanguineo que apresentou maior titulo de

hemaglutinacao (U.H.).



4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — ISOLAMENTO DA FRAGAO LECTINICA DA APITOXINA

Uma fragédo proteica (F2) foi isolada da apitoxina da abelha Apis mellifera
através do método de cromatografia de biofinidade. Esta fragcdo consiste em
proteinas ligantes de D-galactose que reconhecem a-galactosideos. (FIGURA 6).
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FIGURA 6: Perfil cromatografico da fracao lectinica da apitoxina da abelha Apis mellifera em matriz
de galactomananas.

Esta fragdo protéica isolada (F2) teve sua caracteristica lectinica
demonstrada por promover a aglutinagédo de eritrécitos humanos, nao tratados, dos
tipos A, B, AB e O. A fracéo lectinica ajustada a uma concentracdo de 77,24 ug/mL

foi capaz de aglutinar os quatro tipos sanguineos humanos (FIGURA 7).



FIGURA 7: Teste da atividade hemaglutinante das fracdes obtidas a partir da cromatografia de
bioafinidade da apitoxina de Apis mellifera sobre eritrécitos dos tipos A, B, AB e O. Teste realizado
em duplicata. Fileira 1: Controle negativo — pogos indicando auséncia de hemaglutinagao. Fileira 2:
Fragbes nao retidas (F1) — pogos indicando hemdlise. Fileiras 3 — 14: Fragbes retidas (F2) —
Diluicbes seriadas da fracdo lectinica (concentracdo inicial de 77,24 ug/mL). Pogos indicando
atividade hemaglutinante.

Fonte: PROPRIO AUTOR.

Os eritrocitos do tipo A foram os que apresentaram maior titulo de
hemaglutinacao, correspondente a 2048 U.H./mL e uma atividade hemaglutinante
espécifica igual a 25.600 U.H./mgP. O menor titulo de hemaglutinagdo foi
determinado para os eritrocitos tipo B, correspondendo a 512 U.H. e 6.400 U.H./mgP
(TABELAS 1 e 2).



TABELA 1: Atividade hemaglutinante (U.H.) das fragbes obtidas a partir da apitoxina de Apis mellifera
por meio do fracionamento por cromatografia de bioafinidade.

Ocorréncia de Titulo de Hemaglutinacéo (U.H./mL)
Amostra . N

hemaglutinacao A B AB o)
Apitoxina Bruta AUSENTE - - - -

Fragao Nao-
AUSENTE - - - -

Retida
Fracéo Retida
PRESENTE 2048 512 1024 1024

(Fragao lectinica)

TABELA 2: Atividade hemaglutinante especifica (A.H.E.) das fracdes.

Unidades de hemaglutinacao por miligrama de proteina

Ocorréncia de
Amostra (U.H./mgP)

hemaglutinacao
g ¢ B AB (0]

Fracdo Retida —
F2

PRESENTE 25.600 6.400 12.800 12.800

Quando a peconha bruta e as fracbes nao retidas da apitoxina foram
submetidas ao teste de hemaglutinagcdo, ndo ocorreu atividade aglutinante, foi
observado em ambas as amostras a hemdlise das células (plasmoptise) dos quatro
tipos sanguineos. Apenas a fracao retida promoveu a hemaglutinacdo (FIGURA 8).

A hemdlise observada foi provavelmente proporcionada pelas diversas
enzimas constituintes da apitoxina, principalmente a fosfolipase A2 (PLA2) e a
melitina, que juntas ocupam mais de 60% do peso seco da apitoxina. Essas
moléculas fazem parte dos componentes hemoliticos e imunogénicos, contribuindo
para a toxicidade generalizada no envenenamento (HABERMANN, 1972; OWNBY,
et al., 1997).

A atividade hemolitica da apitoxina bruta e das fragdes nao retidas (F1), em
contraste com a atividade hemaglutinante induzida pelas fragbes isoladas (F2),
certificaa que o método cromatografico foi eficiente no fracionamento da apitoxina,



proporcionando o isolamento de fragdes lectinicas com o minimo possivel de

componentes tdxicos contaminantes.

FIGURA 8: Teste da atividade hemaglutinante das fragbes obtidas a partir da cromatografia de
bioafinidade da apitoxina de Apis mellifera sobre eritrécitos do tipo A. (1) Controle negativo. (2) e (3)
Apitoxina Bruta e Fracdo nao retida (F1) — pogos indicando hemolise. (4) Fragao retida (F2) —. Poco
indicando atividade hemaglutinante. (5) Rede molecular de eritrécitos aglutinados apos agitagdo. As
placas aglutinadas ndo se desfazem. FOTOGRAFIAS OBTIDAS COM AUXILIO DE LUPA
ESTEREOSCOPICA STEMI DV4 (CARL ZEISS).

Fonte: PROPRIO AUTOR.

A cromatografia de afinidade vem sendo frequentemente empregada e se
caracteriza como um dos melhores métodos para o isolamento e purificagdo de
lectinas, na qual a matriz cromatografica contém o agucar ligante (MONTEIRO-
MOREIRA, 2002).

Diversas lectinas de pegonhas e venenos animais sdo isoladas e purificadas
pelo método da cromatografia de afinidade e sdo estudadas do ponto de vista das
suas caracteristicas bioldgicas e fisico-quimicas. Comprovadamente temos relatos
de lectinas isoladas da peconha da serpente Bothrops atrox, conhecida como



trombolectina (GARTNER, et al, 1980; GARTNER & OGILVIE, 1984); da peconha da
serpente Bothrops moojeni (BmLec) (BARBOSA et al., 2010); de Crotalus atrox
(CaL) (WALKER, et al., 2004); da aranha Selenocosmia huwena (SHL-I) (LU, et al.,
1999); e da peconha do peixe Thalassophryne natteri (Nattectina) (SARAIVA, 2007).

A utilizacdo da matriz de galactomananas para o isolamento da fracao
lectinica da apitoxina em estudo, determina sua especificidade por D-galactose e o
reconhecimento de a-galactosideos, visto que, estes carboidratos vegetais sao
heteropolissacarideos oriundos do endosperma de sementes, consistindo em
cadeias lineares de residuos 3-D-manopiranosil (1—4) ligados, substituidos em O-6
por unidades de a-D-galactopiranosil (DEA & MORRISON, 1975).

As lectinas isoladas de peconhas de serpente apresentam como
caracteristica geral a especificidade por agucares [(-galactosideos, diferente da
fracdo lectinica da apitoxina que apresenta especificidade por a-galactosideos.

Lectinas purificadas da peconha das serpentes de Bothrops newiedi,
Bothrops jararacussu, Lachesis muta rhombeata, Bothrops moojeni e Bothrops
jararaca foram obtidas a partir do procedimento de cromatografia de afinidade em
coluna de Sepharose CL-6B. Estas lectinas apresentam especificidade por B-D-
galactose (DE-SIMONE, et al., 2006).

Outras lectinas como a convulxina, isolada da peconha de Crotalus durissus
terrificus (KOLATKAR & WEIS, 1996) e as vegetais: C1-jacalina (MOREIRA &
AINOUZ, 1978) e C1-frutalina (MOREIRA, et al., 1998) isoladas das sementes de
Artocarpus integrifolia e Artocarpus incisa, respectivamente, sao ligantes especificas
de a-galactosideos.

As lectinas que apresentam mesma especificidade combinam-se
preferencialmente ou exclusivamente, com um dos andbmeros a ou B do
monossacarideo, enquanto outras perderam essa especificidade anomérica.
Quando o anel piranosidico dos monossacarideos € formado, dois isdbmeros podem
ser obtidos devido ao surgimento do centro anomérico C-1, desta forma o grupo
hidroxila no carbono anomérico pode assumir as posicoes a ou B. (LIS & SHARON,
1998; CARPITA & MCCAN, 2000).



A fracdo lectinica em estudo, por apresentar afinidade por D-galactose, faz
com que se assemelhem as lectinas tipo-S, conhecidas como galectinas, uma
familia de lectinas animais que apresentam afinidade por oligossacarideos contendo
galactose, as quais desempenham diferentes funcdes nas respostas imune inata e
adaptativa, reconhecendo padrbées de carboidratos presentes em microrganismos e
modulando os processos de resposta inflamatoéria aguda (RUBISTEIN, et al., 2004),
no entanto, estas fragdes isoladas da apitoxina, ndo podem ser definidas como Tipo-
S, porque até o presente momento sé foi observado sua especificidade por a-
galactosideos e, segundo Drickamer (1988) as lectinas deste grupo apresentam

CRD conservado e interagédo com os B-galactosideos.

A nattectina, isolada da peconha do peixe Thalassophryne natteri,
encontrado nas regides norte e nordeste do Brasil e a BjcuL, lectina da pegconha da
serpente Bothrops jararacussu (ELIFIO-ESPOSITO, et al., 2007) também

apresentam afinidade por D-galactose.

As hidroxilas presentes nos residuos glicidicos em D-galactose, situadas nas
posicoes 3 e 4 estdo envolvidas nas pontes de hidrogénio que proporcionam a
ligacdo com a lectina (DRICKAMER, 1997). Os residuos de aminoacidos aromaticos
do tipo Trp (Triptofano), ou menos provavelmente Tyr (Tirosina) e/ou Phe
(Fenilalanina) sdo a chave das ligacdes com o glicidio D-galactose (SUJATHA et al.,
2004)

Diversas aplicagdes biotecnoldgicas e biomédicas sao atribuidas as lectinas
ligantes de galactose. As ligantes de N-acetilgalactosamina (GalNAc) tem sido
utilizadas no diagnéstico de artrite reumatoide e infec¢des fungicas (LILJEBLAD, et
al., 2000; CIOCI, et al., 2006).

Segundo Peumans e Van Damme (1995), ao interagirem com
glicoconjugados da superficie celular, as lectinas podem promover a formacgéo de
ligagcdes cruzadas entre células adjacentes, causando sua hemaglutinagao.

Os grupos sanguineos humanos caracterizam um sistema de sinalizagdo
controlado pela estrutura de carboidratos em glicoproteinas. Os grupos A e B
diferem em apenas um tipo de monossacarideo nos glicolipidios ou glicoproteinas
das hemacias. No grupo A esta presente a N-acetilgalactosamina (uma galactose



liga a grupos quimicos amino e acetil), o grupo B tem a D-galactose, o grupo O
apresenta L-fucose (BATISSOCO & NOVARETTI, 2003).

Desta forma, por apresentarem maior U.H/mL para o tipo sanguineo A, a
fracao lectinica de apitoxina, isolada neste trabalho, demonstrou afinidade por N-
acetilgalactosamina. As lectinas que interagem com galactose, sdo em geral,
também especificas para galactosamina (HATEKEYAMA, et al., 1994), corroborando
o fato de que as fragdes lectinicas de apitoxina interagiram com eritrocitos deste tipo

sanguineo.

No caso da lectina BJcuL e também de outras lectinas isoladas de peconhas
de serpentes, os acucares aminados, mesmo contendo galactosideos, nao
apresentam efeito sobre a atividade hemaglutinante dessas lectinas (OZEKI, et al.,
1994).

A galatrox, lectina da peconha de Bothrops atrox, foi capaz de promover
aglutinacado de eritrécitos humanos, no entanto, os eritrécitos do grupo AB
demonstraram maior sensibilidade a aglutinacéo induzida pela lectina (MENDONCA-
FRANQUEIRO, et al., 2011).

Nos ensaios de hemaglutinagcdo com a lectina BMooL (Bothrops moojeni),
realizados por Kassab e colaboradores (2001), foi observado que o perfil
hemaglutinante desta proteina foi mais sensivel a eritrocitos humanos do tipo A,
apresentando sensibilidade duas vezes maior que os do tipo B e O.

Apo6s o isolamento da fracdo lectinica da apitoxina foi possivel determinar
um rendimento de 3,2%, ou seja, a cada 100 mg de apitoxina bruta tém-se 3,2 mg
de lectinas. Com relacdo a massa total de proteinas da apitoxina, obteve-se um
rendimento de 9,3%, ou seja, a cada 10,32 mg de proteinas tém-se um total de 0,96
mg de lectinas (TABELA 3).



TABELA 3: Taxa de rendimento da fragé@o lectinica obtida a partir da apitoxina de Apis mellifera por
meio do fracionamento por cromatografia de bioafinidade.

Amostra Massa de proteina (mg)* Recuperacao (mg%)
Apitoxina Bruta 10,32 100
Fracdo Nao-Retida - F1 8,64 83,72

Fracdo Retida — F2

. 0,96 9,3
(Fragao lectinica)

*Concentragdo de proteinas determinada pelo método de Bradford (1976);

A porcentagem de lectinas em relacdo a composicado total de peconhas,
revelada pelas técnicas de proteémica e transcriptémica, varia entre 1,5 e 14,5%
(JUNQUEIRA DE AZEVEDO & HO, 2002).

O rendimento de lectina por miligrama de veneno bruto varia
consideravelmente em diferentes espécies animais. De acordo com De-Simone e
colaboradores (2006) a porcentagem de lectinas para as pegonhas de Bothrops
newiedi, Bothrops jararacussu, Lachesis muta rhombeata, Bothrops moojeni e
Bothrops jararaca foi respectivamente de 2,48%, 1,69%, 1,25%, 0,52% e 0,27%.
Braga e colaboradores (2006), determinaram a porcentagem de 7% da lectina BilLec,

na pegonha da serpente Bothrops insularis.

Apesar de existirem atualmente diversas pesquisas relacionadas a
determinacao da composi¢cao molecular da apitoxina da abelha Apis mellifera L., ndo
ha até o momento relatos sobre a deteccdo de lectinas. Apds intensa busca
bibliografica consideramos este trabalho como o primeiro relato da presenca de

lectinas na apitoxina de Apis mellifera L..

A composicdo molecular da apitoxina das abelhas Apis mellifera do
hemisfério norte € a mais bem determinada, por outro lado, poucos sao os estudos
de composicdo das abelhas Apis mellifera neotropicais (SANTOS, 2008; DIAS,
2009).

O fenbmeno de hibridacao resultante do cruzamento de subespécies de Apis
mellifera que sao encontradas no Brasil, a fase de desenvolvimento das abelhas, a
época do ano e o tipo de alimentacdo podem alterar a composicao protéica da

apitoxina, fazendo com que novos componentes sejam descobertos constantemente



(LOMELE, 2014). Segundo Rezende (2013), é continua a descoberta de novos
componentes da apitoxina gragas ao desenvolvimento de instrumentos e novas
técnicas analiticas.

4.2 — CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA DA FRAGAO LECTINICA

A especificidade por carboidratos da fracédo lectinica isolada da apitoxina foi
determinada a partir do teste de inibicdo da hemaglutinagcdo por agucares, sendo
assim, a atividade desta fragdo foi inibida por lactose e D-galactose. Outros
carboidratos como sacarose, manose e glicose ndo foram capazes de inibir a
hemaglutinacao nas concentracdes estudadas (FIGURA 9).

LACTOSE SACAROSE GALACTOSE MANOSE GLICOSE

FIGURA 9: Teste de inibicAo da atividade hemaglutinante da fragéo lectinica por aglcares. Teste
realizado em duplicata. Fileira 1: Controle positivo - atividade hemaglutinante. Fileira 2: Controle
negativo — auséncia da atividade hemaglutinante. Fileiras 3 — 5: Pogos contendo Fracéo lectinica +
Solucdo de eritrécitos a 2% + Diluicbes seriais do carboidrato, indicando inibicdo da atividade
hemaglutinante pela lactose e D-galactose.

Fonte: PROPRIO AUTOR.



A atividade hemaglutinante da fracao F-2 foi mais fortemente inibida pela
lactose, apresentando concentragao inibitéria minima de 150mM, demonstrando
assim, maior especificidade por este carboidrato, seguido por D-galactose (TABELA
4).

TABELA 4: Inibicao da atividade hemaglutinante por carboidratos

Carboidratos MIC* (mM)
Lactose 150
Sacarose ND**
D-Galactose 500
D-Manose ND
D-Glicose ND

*Concentragdo minima inibitéria em mM;
**0 carboidrato ndo inibiu a uma concentragdo de 1M;

Sendo D-galactose um constituinte de vérios sacarideos como a lactose,
melibiose e rafinose (SZAIDMAN, 1999), justifica-se assim a especificidade desta
fracao pela lactose.

Este resultado assemelha-se ao comportamento de varias lectinas de
peconhas como a lectina BJcuL (Bothrops jararacussu), a qual apresenta maior
especificidade por acucares na seguinte ordem: Lactose > D-galactose > D-
galactosamina (DE CARVALHO, et al., 1998); lectina BpalL (Bothrops pauloensis):
Lactose > D-galactose > N-acetil-D-galactosamina (CASTANHEIRA, et al., 2013);
lectina BpL (Bothrops pirajai): Lactose > D-galactose (HAVT, et al., 2005).

Outras lectinas de peconhas de serpentes apresentam maior afinidade por
D-galactose, seguida por galactose, como as lectinas ApL de Akgistrodon piscivurus
piscivurus (KOMORI, et al., 1999) e a lectina BleucL de Bothrops leucurus (NUNES,
et al., 2011).

A odorranalectina, lectina isolada do veneno do sapo Odorrana grahami,
apresenta especificidade exclusiva por L-fucose, visto que este carboidrato foi o
unico capaz de inibir a atividade hemaglutinante e a atividade aglutinante sobre
microrganismos (LI, et al.; 2008). A nattectina, isolada da pegonha do peixe



Thalassophryne natteri, apresenta maior especificidade por N-acetilgalactosamina
(LOPES-FERREIRA, M., 2011). Song-ping e Li (2000) demonstraram que a lectina
SHL-I da aranha Selenoscomia huwena tem a sua atividade hemaglutinante inibida

apenas por D-manosamina.

A fragao lectinica de apitoxina ndo teve sua atividade hemaglutinante inibida
por sacarose, D-manose e D-glicose. Segundo Lis & Sharon (1998) lectinas que
apresentam especificidade por D-galactose ndao sao capazes de interagir com D-
glucose ou D-manose. Por consequéncia ndo interagem também com a sacarose,

visto que este dissacarideo é composto por D-frutose e D-glucose.

Compreender a base molecular do padrdo de reconhecimento de
carboidratos € uma questao relevante nos estudo das lectinas (GABIUS, et al., 2002;
GEMEINER, et al., 2009). A maioria das lectinas de peconhas apresenta capacidade
de interagir especificamente com os agucares através de residuos de galactosideos
terminais (ABREU, 2006).

A atividade hemaglutinante da fragao lectinica foi inibida na presenca de
EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético), um quelante de cations divalentes
(TABELA 5) (FIGURA 10).

TABELA 5: Efeito de agentes quelantes de ions divalentes na inibicdo da atividade hemaglutinante

induzida pela fragao lectinica da apitoxina de Apis mellifera.

Quelante de ions divalentes MIC* (mM)

EDTA 0,156mM

*Concentragdo minima inibitéria em mM;



FIGURA 10: Teste da inibicdo da atividade hemaglutinante por EDTA sobre eritrocitos dos tipos A.
Fileira 1: Controle positivo — pogos indicando atividade hemaglutinante. Fileira 2: Controle negativo —
pocos indicando auséncia de atividade hemaglutinante. Fileiras 3 — 10: Diluigbes seriais da solugao
de EDTA (concentracao inicial de 10mM). Pogos indicando inibicdo da atividade hemaglutinante até o

poco de numero 9.

Fonte: PROPRIO AUTOR.

Segundo Weis & Drickamer (1996), o reconhecimento de carboidratos em

algumas lectinas animais dependem de cations divalentes como o célcio (Ca?*).

Dentro da classificagdo das lectinas animais, as lectinas dependentes de
cétions divalentes, sdo as lectinas do tipo-C, as quais requerem ions Ca?* para sua
atividade de ligacao a carboidratos (DRICKAMER, 1998).

Em geral, o CRD de lectinas ligantes de galactosideos e dependentes de
ions célcio sao representados por trés residuos de aminoacidos, Gin-Pro-Asp, os
quais sao considerados como determinantes da especificidade por galactose, onde a
interacdo com esse carboidrato € mediada por ions calcio (DRICKAMER, 1992).

Diversas lectinas isoladas de venenos e pec¢onhas animais, como as de
serpentes (HIRABAYASHI, et al., 1991; OZEKI, et al., 1994; GUIMARAES-GOMES,
2004; WALKER, et al.,. 2004; HAMAKO, et al., 2007; CLEMETSON, 2009;
CASTANHEIRA, et al., 2013; MURKHERJEE, et al., 2014), as cinco isolectinas do
peixe-escorpiao Scorpaena plumieri (ANDRICH, et al., 2015), a nattectina do peixe
venenoso Thalassophryne nattereri (LOPES-FERREIRA, et al., 2011), sao lectinas
dependentes de Ca?* e tiveram sua atividade hemaglutinante inibida por EDTA.

A odorranalectina do veneno do sapo Odorrana grahami (LI, et al., 2008), a
lectina da peconha do escorpido Buthus occinatus sp. (HOANG, et al., 2001), além
de algumas lectinas de peconhas de serpentes (OLGILVIE, et al., 1986) néao
apresentam dependéncia de ions célcio.



A andlise eletroforética da fragdo lectinica isolada neste trabalho, sob
condicao desnaturante (SDS-PAGE) revelou trés bandas que correram muito
proximas no gel, com pesos moleculares de aproximadamente 14, 17 e 19 kDa
respectivamente (FIGURA 11). Estas bandas mantiveram a mesma configuragéao em

condicdes redutoras (presencga de B-mercaptoetanol).

M N-Red.

66 kDa

45 kDa

30 kDa

20,1 kDa

14,4 kDa

FIGURA 11: SDS-PAGE 12% em condigbes néo redutoras da fracdo lectinica isoladas da apitoxina
da abelha Apis mellifera L. M.: Marcador de massa molecular — Albumina Sérica Bovina (66 kDa),
Ovoalbumina (45 kDa), Anidrase Carbbnica (30 kDa), Inibidor de Tripsina (20,1 kDa) e a-
Lactoalbumina de soja (14,4 kDa); N-Red.: Fracao Lectinica sob condigbes ndo resdutoras.

Fonte: PROPRIO AUTOR.

Quando esta mesma fracdo foi analisada em eletroforese nativa (auséncia
de SDS) foi observado a presenca de apenas uma banda no topo do gel, sugerindo
que as bandas obtidas em SDS-PAGE sejam subunidades de uma mesma proteina.
(FIGURA 12).



FIGURA 12: ELETROFORESE NATIVA (AUSENCIA DE SDS) da fragdo lectinica isoladas da

apitoxina da abelha Apis mellifera L. O teste foi realizado em triplicata.

Fonte: PROPRIO AUTOR.

A fragédo lectinica demonstrou ser termoestavel, mantendo sua atividade
hemaglutinante mesmo apés incubacao a 70°C por 30 minutos. A partir de 80°C as
lectinas foram totalmente desnaturadas e n&o ocorreu atividade hemaglutinante
(FIGURA 13).

Este resultado estd de acordo com outros relatos de termoestabilidade de
lectinas, visto que, estas lectinas tém a tendéncia de perder sua atividade
hemaglutinante a medida que sao submetidas a temperaturas mais elevadas.

Castanheira e colaboradores (2013) observaram que a lectina BpLec da
serpente Bothrops pauloensis perdeu completamente sua atividade quando
submetida a temperaturas acima de 50°C. Mendonc¢a-Franqueiro e colaboradores
(2011) demonstraram que a desnaturacao térmica da galatrox, a 100°C por 10

minutos, promoveu dréstica inibicao da atividade hemaglutinante.
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FIGURA 13: Teste da estabilidade da atividade lectinica por aquecimento (amostra: 77,24ug/mL,
aquecidas por 30 min.). Os resultados foram expressos como Unidades Arbitrdrias de

Hemaglutinagdo (UAH) baseado na analise visual do nivel de formacéao de aglutinacao.



5 — CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que uma fragéo lectinica
foi identificada e isolada da apitoxina da abelha africanizada Apis mellifera L. Esta
fracao apresenta especificidade por D-galactose e € ligante de a-galactosideos.
Apresenta um rendimento de 3,2% a partir do peso seco da apitoxina. A fracao é
constituida por 3 bandas eletroforéticas de aproximadamente 14, 17 e 19 kDa,

quando submetida a uma eletroforese nativa foi revelada uma unica banda.

A fragdo lectinica promoveu aglutinacdo de eritrocitos humanos,
apresentando maior sensibilidade ao eritrdcito tipo A. A atividade hemaglutinante foi
inibida por lactose, D-galactose e EDTA. Esta fracdo apresenta proteinas
termoestaveis, visto que mesmo apoés incubacdo a 70°C foi possivel observar
atividade aglutinante.

Estes resultados contribuem com os estudos das lectinas, apresentando a
apitoxina das abelhas africanizadas Apis mellifera L. como uma nova fonte de

lectinas animais.
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