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IDENTIFICACAO DE INIBIDORES DE PROTEASE EM VENENO DE VESPA
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Resumo

O veneno dos insetos pertencentes a ordem Hymenoptera, que inclui abelhas,
vespas e formigas, vem sendo amplamente estudado, mostrando potenciais
alergénicos e farmacoldgicos. Dentre eles esta presente a vespa social Polybia
paulista cujo compostos do veneno, estdo Fosfolipases A e B, Hialuronidases,
Antigenos 5 e Fosfatases &cidas, proteases e inibidores de protease. Desta forma o
objetivo desse trabalho € identificar e caracterizar inibidores de protease no veneno
da vespa social Polybia paulista. Para identificagdo da presenca de inibidores de
protease, foi realizado experimento de Zimografia reversa, com diferentes
quantidades do veneno frente a diferentes enzimas proteoliticas e determinacdo da
migracdo eletroforética aparente. Face aos resultados podemos inferir que em
ambos os experimentos de Zimografia reversa, ocorreram o0 aparecimento de
bandas, indicando a presenca de inibidor de protease. Frente ao padrdo de massa
molecular, a migracdo eletroforética aparente foi de aproximadamente 165kDa,
propondo a existéncia de inibidor(es) de proteases no veneno de Polybia paulista,
capaz(es) de atuar sobre as classes de diferentes proteases.

Introducéo

Ao longo do tempo, muitos estudos focaram em substancias bioativas
presentes em venenos de animais como: cobra, escorpifes, aranhas, abelhas,
vespas dentre outros. Os venenos dos insetos da ordem Hymenoptera, que inclui
abelhas, vespas e formigas, possuem grandes potenciais alergénicos e
farmacolégicos. (FITZGERALD; FLOOD, 2006). O veneno da vespa, assim como de
outros animais da ordem Hymenoptera, € importante instrumento de defesa
individual e da colénia. Uma picada causa sintomas caracterizados por dor,
vermelhiddo e inchaco local, podendo levar a sintomas clinicos mais graves como
edema, fadiga, tontura, febre, nausea e até inconsciéncia. A principal preocupacéao é
anafilaxia (reacdo alérgica grave) que, se nao tratada a tempo, pode levar a Obito
(SANTOS et. Al, 2010).

Muitos estudos descreveram substancias presentes no veneno com grandes
potenciais farmacoldgicos, microbiolégicos, anticonvulsivantes e anticoagulantes,
mostrando ser uma grande area de estudo para a descoberta de novas biomoléculas
(HOSHINA et al., 2013).

_ Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG
' Dias 23 e 21 de outubro de 2018 - I1SSN 1676-0003


mailto:rafaelbertini@yahoo.com.br

"
f\

0
/ XXVIl Encontro Anual de Iniciagao Cientifica e o | c
“ IV Encontro Anual de Iniciagao Cientifica JOnior 2018

Foi identificado a presenca de inibidores de serino — cisteino proteases e
acredita-se que essas proteinas poderiam agir como inibidores de proteases do
proprio veneno para evitar a auto protedlise. (SANTOS et. al, 2010). Além disso, 0s
inibidores de serino protease possuem grande importancia devido as suas varias
funcbes fisioldgicas, como resposta imune, hemostasia, fibrindlise e a eliminagdo de
inflamacéo (CHOO et al., 2012). De fato, os inibidores de protease possuem funcdes
fisiologicas importantes, sendo portanto o objetivo desse presente estudo a
identificacdo e caracterizagdo bioquimica de tais proteinas presentes no veneno de
P. Paulista.

Materiais e Métodos

Obtencao das vespas

As vespas foram obtidas na Universidade Estadual de Ponta Grossa. O ninho
foi envolvido num saco plastico e colocado no freezer a -20 °C. Apds isto, 0s animais
foram fracionados em potes de plasticos individuais com 400 animais cada e
armazenados a -20 °C.

Extracdo do Veneno

O extrato da glandula foi obtido através da retirada do aparato inoculador
(glandula e ferrdo) manualmente com auxilio de uma pinca e mantida em solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) a 4°C. Apos isto, as glandulas foram
pressionadas contra a parede do tubo com auxilio de um bastdo. Entdo o material foi
centrifugado a 20.000 RCF por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e
congelado a — 20°C.

Dosagem de proteinas presentes no veneno
A dosagem de proteinas totais foi feita pelo Método de Bradford adaptado
para microensaio em 96 pocos.

Experimento de Zimografia Reversa com enzimas proteoliticas

Para tripsina, partiu-se de uma concentracdo inicial do veneno bruto de
2ug/uL e determinadas quantidades totais finais para 10ug, 20ug e 40ug. As
quantidades do veneno foram submetidas a uma SDS-PAGE em gel a 7,5%,
utilizando gelatina 1% como substrato e a corrida realizada a 4°C sob condi¢cdes néao
redutoras. O gel foi lavado em solugcéo de Tween 80 a uma concentracao de 2.5%
por 30 minutos (2x). Apos, o gel foi incubado por um periodo de 16 a 24horas a
temperatura de 37°C em tampéo Tris-HCI 50mM pH 7,4 contendo NaCl 150mM na
presenca de tripsina 1mg/mL. Para papaina partiu-se de uma concentracao inicial do
veneno bruto de 4,47ug/pL e determinada quantidade total final para 60ug. Essa
guantidade do veneno foi submetida a uma SDS-PAGE em gel a 10%, utilizando
gelatina 1% como substrato e a corrida realizada a 4°C sob condi¢des redutoras e
nao redutoras. O gel foi lavado em solucdo de Tween 80 a uma concentracdo de
2.5% por 30 minutos (2x). Apos, o gel foi incubado por um periodo de 16 a 24horas
a temperatura de 37°C em tampao Tris-HCI 50mM pH 7,4 contendo NaCl 150mM na
presenca de papaina 1mg/mL. Ambos os géis ap0s incubacdo foram corados com
azul de Coomassie R-250 a 0,25%, por 30 minutos e descorado com solugéo
Metanol 50% sob agitacdo constante.

Resultados e Discussao
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Determinacédo da presenca de inibidores de protease.

Analisando o gel 7,5% incubado na presenca de enzima proteolitica tripsina
1mg/ml, conforme apresentado na Figura 1, e gel 10%, incubado na presenca de
enzima proteolitica papaina 1mg/ml, conforme apresentado na Figura 2, ambos
utilizando gelatina 1% como substrato, observa-se bandas azuis do substrato contra
o fundo claro, indicando a presenca de inibidores de protease.
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Figura 1 - SDS- PAGE em gel 7,5%, com gelatina 1% como substrato, incubado por 16 a 24horas a
temperatura de 37°C em tampéo Tris-HCI 50mM pH 7,4 contendo NaCl 150mM na presenca de
tripsina 1mg/ml. A observacéo de bandas azuis indica a presenca de inibidores de protease.
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Figura 2 - SDS- PAGE em gel 10% incubado por 16 a 24horas a temperatura de 37°C em tampé&o
Tris-HCI 50mM pH 7,4 contendo NaCl 150mM na presencga de papaina 1mg/ml, em condi¢cbes nao
redutoras e redutoras sem aquecimento. A observacdo de bandas azuis indica a presenca de

inibidores de protease.
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Na determinacdo da migracéo eletroforética aparente no gel 7,5%, frente a
tripsina 1mg/ml, foi calculado uma massa molecular de aproximadamente 165kDa.
Em alguns estudos foram encontrados inibidores de serino protease de duas
espécies diferentes de vespas (PARKINSON et al., 2004; HISADA et al., 2005). Em
outro foi identificado um novo inibidor de serino protease denominado Bicolin, no
veneno da vespa Vespa bicolor Fabricius (YANG et al., 2009). Em outro estudo
pesquisadores mostraram a presenca de inibidores de serino — cisteino protease no
veneno da vespa Polybia paulista (SANTOS et. Al, 2010).

L

Conclusdes

O veneno da vespa social Polybia paulista possui muitos componentes e
dentre eles se encontram os inibidores de protease, com massa molecular de
aproximadamente 165kDa. S&o ainda poucos compreendidos em suas funcdes,
sugestdes que precisariam ser respondidas e elucidadas.
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