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Foi sugerido que a imunogenicidade da melitina € conseqiiéncia de sua ligagio
a membranas celulares com subseqiiente formagdo de oligdmeros nas bicamadas lipidicas.
Aparentemente este peptideo se liga é’"membrana celular de maneira assimétrica, com o
segmento exposto funcionando como epitopo de célula B, e o segmento incluso,
funcionando como epitopo de celula T (King et al., 1994).

A apamina é um peptideo formado por 18 residuos de aminoacidos (PM de
aproximadamente 2000 Daltons), possui uma cadeia polipeptidica rigida devido & presenga
de duas pontes dissulfeto, representando menos de 2% do peso seco da pegonha bruta. A
mo{écula ¢ formada basicamente por o-hélices. A apamina nfo € litica, mas exerce
influéncia sobre as membranas pods-sinapticas do sistema nervoso central e periférico,
constituindo-se no menor polipeptidio neurotéxico conhecido (Habermann, 1972). A
inje¢do de apamina em ratos mostrou que esta afeta especificamente as estruturas motoras
e auditivas (Cohen, et al., 1988, Moore et al., 1988). |

Semelhante 4 muitas neurotoxinas de cobras, a apamina se liga com grande
afinidade aos canais de K* (Ca*2-dependentes), no tecido nervoso (Dotimas & Hider,
1987). A injecdo intracerebrovascular de apamina em ratos produziu sinais de
envenenamento, como tremor € ataxia. A administragdo intraperitoneal deste peptideo foi
similar, incluindo efeitos hemorragicos nos pulmdes dos ratos que pode ser devido a um
mecanismo neurogénico (Lallement et al., 1995).

O peptideo MCD ¢ constituido de 22 residuos de aminoacidos, que difere da
melitina por apresentar ao menos duas pontes dissulfidicas, assemelhando-se neste aspecto
(estrutural) a apamina. O peptideo MCD contém dois arranjos diferentes de basicidade, que
podem ser separados por cromatografia de troca idnica. Esse peptideo difere da melitina no
seu modo de agdo, pois a melitina € um forte hemolisante e libera serotonina de

trombdcitos, enquanto que o MCD é inativo em ambos os casos (Habermann, 1972).
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4.3. Cromatografia liquida de exclusio molecular de alto desempenho

(HPLC-SE)

As pegonhas nativa e irradiada foram submetidas a uma cromatografia de

exclusdo molecular de alto desempenho (HPLC-SE). O perfil obtido para a pegonha nativa

esta representado na Figura 2 e para a pegonha irradiada esta na Figura 3.

|
Tempo de retengdo % area
13,38 14,87
15,16 76,63
g
=
=)
o
o
< 3
._IJ M N
L\—1 1 1 [ | | | |
0 10 15 20 25 30 35 40 45

Tempo (min.)

Figura 2: Cromatografia de exclusio molecular de alto desempenho do extrato bruto da
peconha nativa de Apis mellifera, em coluna TOSO HAAS G2000 SW (7,5 mm x 60 cm),
em agua-acetonitrila-acido fosforico 85% (500:1:1 p/p), pH 2,5. As proteinas foram

monitoradas pela absorvéncia a 220 nm.
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13,34

= 152

Abs. 220 nm
Abs. 220 om

) fU

1 L I 1 N N —
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tempo de retencéo (min.) Tempo de retengiio (min.)

Figura 4. Cromatografia liquida de exclusio molecular de alto desempenho da PLA; (A) e
melitina (B) em coluna TOSO HAAS G2000 SW (7,5 mm x 60 cm), em agua-acetonitrila-
acido fosforico 85% (500:1:1 p/p), pH 2,5. As proteinas foram monitoradas pela
absorvéncia a 220 nm.

4.4. Cromatografia liquida de alto desempenho sob fase reversa (HPLC-
RP)

Os perfis cromatograficos das pegonhas nativa e irradiada estdo representados
nas Figuras 5 (A) e 5 (B), respectivamente. Observa-se a presenga de varios picos em
ambos os perfis e algumas alteragdes no perfil geral da pegonha irradiada, principalmente
para os compostos eluidos de 18,56 a 29,79 minutos. As alteragdes podem ser
evidenciadas, observando-se as diferengas nas porcentagens das areas dos picos eluidos
para as pegonhas nativa e irradiada, neste intervalo de tempo. Os picos correspondente éos
tempos de retengdo 24,14 e 29,58 / 29,79 min.contém PLA, e melitina, respectivamente,
como mostrado nas Figuras 6 (A) e 6 (B), que representam os perfis obtidos para os

padrdes comerciais (Sigma).




33

Tempo de retengdo % are
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Figura 5: Cromatografia de alto desempenho sob fase reversa do extrato bruto da pegonha
de Apis mellifera em coluna pBoundapak (3,9 mm x 30 cm) a 25 °C, utilizando-se um
gradiente linear de solvente A (0,04%-éacido trifluoroacético) para o solvente B
[acetonitrila/agua 60/40 (v/v)], em 25 minutos. Taxa de fluxo de 1 ml/min. As proteinas
foram monitoradas pela absorvincia a 220 nm. Em (A) tem-se pegonha nativa € em (B)
peconha irradiada.
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Figura 6: Cromatografia de alto desempenho sob fase reversa da PLA; (A) e da melitina
(B), em coluna uBoundapak (3,9 mm x 30 cm) a 25 °C, utilizando-se um gradiente linear
de solvente A (0,04%-4cido trifluoroacético) para o solvente B [acetonitrila/agua 60/40
(v/v)], em 25 minutos. Taxa de fluxo de 1 ml/min. As proteinas foram monitoradas pela
absorvancia a 220 nm.
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Figura 12. Teste de anafilaxia cutanea utilizando pegonha nativa (1). Como controle, foi
utilizada solugdo salina (2).
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Figura 15. Perfil radiocromatografico obtido por meio de cromatografia liquida de
exclusio molecular de alto desempenho do extrato bruto das pegonhas nativa (A) e
irradiada (B), marcadas com **™Tc. A seta indica o pico correspondente ao TcOx .

4.14 Biodistribuic¢iio da peconha nativa e irradiada marcadas com PmTe
Os dados obtidos de concentragio sangiiinea da pegonha nativa foram
ajustados por meio de curvas utilizando-se uma combinacio linear de dois termos

exponenciais, cuja forma pode ser representada pela expressdo geral:

Cs(t) = A; x ™ + A, ™+ C,
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