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INTRODUÇÃO GERAL 

A classe Hexápoda é um grupo extremamente diversificado. Distribui-se por 

quase todas as regiões do planeta, perfazendo um total de mais de 75% de todos 

os seres vivos (1). A ordem Hymenóptera compreende insetos com peças bucais 

mastigadoras e ciclo holometábolo (1), com hábitos solitários ou coloniais. Entre 

estes insetos, as famílias Apidae, Vespidae e Formicidae possuem peçonhas que 

são utilizadas para defesa e predação, causando dor, dano tecidual, 

hipersensibilidade alérgica e, ocasionalmente, morte, quando injetadas em 

mamíferos (2). 

As glândulas de peçonhas destes animais podem ser mandibular ou 

abdominal. No caso da glândula mandibular alguns compostos já foram 

identificados em vespas e formigas e estão ligados à comunicação na colônia 

(3,4). Já a peçonha abdominal está presente em fêmeas de algumas espécies da 

família Vespidae e Formicidae e é produzida por um aparato venenífero que se 

origina a partir de modificações do aparelho reprodutor destes animais. O aparato 

venenífero abdominal é constituído por diversas estruturas, que incluem 

reservatório de peçonha, glândula convoluta, glândula filamentosa e glândula de 

Dufour, além do aparato do ferrão (5). 

Acidentes com vespas e formigas são freqüentes, apesar de sub-notificados. 

Picadas de himenópteros são capazes de provocar lesões locais ou mesmo 

reações alérgicas com efeitos sistêmicos, sendo a anafilaxia uma das 

complicações mais graves (6). No Estado de São Paulo, a taxa de incidência de 

acidentes com himenópteros foi de 1,57 por 100 mil habitantes em 1998 (7). 

Os principais efeitos do envenenamento por formigas e vespas podem ser 

classificados em locais e sistêmicos. Os efeitos locais incluem edema, eritema, 

sinais de inflamação. Eventualmente também ocorrem hemorragia e necrose (6,8-

10). Já os efeitos sistêmicos incluem choque anafilático, resultante de reação de 

hipersensibilidade (11,12), cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade 

(13,14). Eventualmente, recomenda-se imunoterapia em pacientes com 

hipersensibilidade para reduzir o risco de respostas graves a picadas destes 

insetos (15,16). 
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Em envenenamentos maciços, nos quais os indivíduos recebem muitas 

picadas, podem ser observados efeitos sistêmicos graves resultantes da ação 

direta da peçonha (13). Nestes casos, podem ocorrer hemólise intravascular (com 

o aumento de K+ sérico levando à cardiotoxicidade e desenvolvimento de 

arritmias), rabdomiólise e insuficiência renal aguda (IRA), sendo que as vítimas 

podem morrer devido à IRA ou complicações cardíacas (17-19). 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Família Formicidae 

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

14.000 espécies amplamente distribuídas no mundo (20). São especialmente 

conspícuas em ambientes tropicais. Na floresta amazônica, por exemplo, as 

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

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

ecológico (21). 

Os formicídeos geralmente formam sociedades organizadas em castas, mas 

pode haver espécies solitárias. Holldobler e Wilson (20) organizaram a família 

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

modificações e mudanças de táxons foram introduzidas por Bolton (22), que 

dividiu a Formicidae em 16 subfamílias atuais e quatro extintas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Filogenia da família Formicidae. Fonte: (20). 
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1.2. Aparato venenífero de formigas 

Algumas espécies de formicídeos não são capazes de ferroar, pois têm um 

aparato venenífero pouco desenvolvido ou ausente, como as espécies da 

subfamília Formicinae. Por outro lado, varias espécies têm um aparato venenífero 

desenvolvido sendo, portanto, capazes de ferroar. A Figura 2 apresenta 

esquematicamente o aparato venenífero de Paraponera clavata. 

 

 

 

 

 

1.3. Composição das peçonhas de formigas 

A peçonha de formigas é uma mistura complexa de proteínas, peptídeos, 

amino ácidos, aminas biogênicas, alcalóides, terpenos e outras substâncias 

orgânicas, muitas das quais já foram isoladas e caracterizadas (8,23). Em 

espécies onde predominam características plesiomórficas há predominância de 

componentes protéicos, porém são encontrados outros componentes, tais como 

glicídeos e lipídeos, entre outros (5,8,24,25). 

Figura 2. Organização estrutural do sistema venenífero da formiga P. clavata 

(Ponerinae) com as glândulas filamentosas (FG), glândula convoluta (CG), 

reservatório de peçonha (PS) e glândula de Dufour (DG). Fonte: (5). 
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1.3.1. Proteínas 

As peçonhas de formicídeos contêm diversas proteínas, com ou sem 

atividade enzimática, e massa molecular variada. Assim, 26 relataram a presença 

de esterase, fosfolipase A, fosfatases ácida e alcalina, fosfodiesterase, 

hialuronidase, lipase, e protease em peçonhas de formigas. Adicionalmente, 

outras enzimas são relatadas, tais como fosfolipases B e C (27). 

A peçonha de Myrmecia pyriformis contém sete componentes protéicos com 

massa molecular entre 11 kDa e 23 kDa. Todas as atividades biológicas desta 

peçonha são atribuídas à histamina e três dos sete componentes protéicos 

observados. Assim, desta peçonha foi isolada uma proteína de 11 kDa com 

atividade em músculo liso, e ação hemolítica e liberadora de histamina. Já, na 

peçonha de Myrmecia gulosa, há um componente protéico de migração catódica 

com atividade em músculo liso e um componente de migração anódica com 

atividade hemolítica. As peçonhas destas duas espécies apresentam atividade 

hialuronidásica, além de atividade fosfolipásica em M. pyriformis (8). 

A peçonha de Pseudomyrmex triplarinus tem forte atividade fosfolipásica, e 

traços de atividades hialuronidásica e fosfatase ácida (28). Por outro lado, a 

peçonha de Formica rufa contém várias isoformas de uma proteína denominada 

myrmexina, com propriedades anti-inflamatórias (28,29). 

As peçonhas do gênero Pogonomyrmex contêm esterase, fosfatase ácida, 

fosfolipases A2 (PLA2) e B (PLB), hialuronidase e lipase, além de atividade 

hemolítica. Já, a peçonha de Tetramorium caespitum L., que contém 

predominantemente componentes protéicos e não possui atividades fosfolipásica 

e hialuronidásica (30). A peçonha de Eciton burchelli tem forte atividade 

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

 

1.3.2. Peptídeos 

As peçonhas de formicídeos contêm uma variedade de peptídeos. Em 

Myrmecia pilosula, foram observados peptídeos fortemente alergênicos (8), o que 

tem sido confirmado em estudo proteômico desta peçonha (31,32). Desta peçonha 
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foi isolada uma fração peptídica com propriedades estimulantes em músculo liso, 

bem como atividade hemolítica e liberadora de histamina, semelhante à melitina e 

outros componentes encontrados em peçonhas de abelha. Outros peptídeos 

incluem cininas neurotóxicas (33) e peptídeos como as ponericinas com atividades 

antimicrobiana, inseticidas e hemolíticas, como em Pachycondyla goeldii (34). 

A poneratoxina, um polipeptídeo com 25 aminoácidos foi isolado da peçonha 

de P. clavata (35). Esse peptídeo produz um pronunciado aumento da frequência 

do potencial em miniatura de placa terminal (MEPPs) em diafragma de ratos (36). 

A poneratoxina também atua sobre canais de sódio de músculo esquelético de 

sapo, possivelmente induzindo a interconversão entre canais rápidos e lentos 

deste íon (35,37). Szolajska et al. (38) produziram a poneratoxina em cultura de 

células de insetos e em baculovirus recombinante, a qual foi capaz de diminuir a 

sobrevivência de insetos injetados. 

Dois peptideos denominados pilosulinas 1 e 2 com propriedades 

imunogênicas e citotóxicas foram isolados da peçonha de M. pilosula (39), Em 

estudo de expressão foram detectados polipeptideos homólogos de pilosulina 1 e 

2 (40). Davies et al. (41) estudaram os peptídeos da peçonha de M. pilosula e 

verificaram sequências de resíduos de aminoácidos que se sobrepõem, além de 

peptídeos com substituição de um resíduo. Tambem relataram a presença de 

pilosulina 1 em peçonha parcialmente degradada, propondo revisão de 

nomenclatura de alérgenos desta peçonha. Um segmento da pilosulina 1 foi 

identificado e otimizado, aumentando a atividade antibacteriana e reduzindo a 

atividade hemolítica (42). Inagaki et al. (43) caracterizaram dois novos peptideos 

denominados pilosulina 3 e 4 de peçonhas de formigas do genero Myrmecia, com 

atividade antimicrobiana, liberadora de histamina e baixa atividade hemolítica. 

Posteriormente, um novo peptídeo denominado pilosulina 5 capaz de provocar a 

liberação de histamina de mastócitos também foi detectado (23,44). Em peçonha 

de Dinoponera australis foram detectados seis peptideos semelhantes a peptídeos 

com diversas atividades biológicas de peçonhas de outras espécies de formigas, 

como a bombesina, ponericina, e poneratoxina (44). 
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1.3.3. Aminoácidos livres 

Aminoácidos livres têm sido detectados em várias espécies de formigas. A 

peçonha de T. caespitum L. contém glutamato e aspartato (30). Já as peçonhas 

dos gêneros Myrmica e Pogonomyrmex apresentam 16 e 17 aminoácidos livres, 

respectivamente (8). 

 

1.3.4. Aminas biogênicas 

A histamina tem sido detectada em peçonhas de varias espécies de formigas 

como M. pilosula, Myrmica ruginodis e T. caespitum L. (8,30,45). Em M. pyriformis 

e M. gulosa, a histamina perfaz um percentual de 2% do peso seco da peçonha 

(8). 

 

1.3.5. Alcalóides 

Peçonhas de formigas do gênero Solenopsis e Monomorium são 

enriquecidas com alcalóides, principalmente piperidinas, pirrolidinas e pirrolinas 

com varias propriedades farmacológicas (8). Estes alcalóides são hidrofílicos e 

exercem efeito sobre o sistema imune humano, além de ter atividade citolítica, 

antibiótica e inseticida. 

Cinco alcalóides foram detectados em peçonha de Myrmicaria melanogaster 

(46). Alcalóides denominados tetraponerinas, isolados de peçonhas de formigas 

do gênero Tetraponera, agem como moduladores de receptores nicotínicos (47). 

Alcalóides detectados em peçonhas de espécies do gênero Monomorium são 

precursores na biossíntese de alcalóides encontrados em Myrmicinae (48). Os 

alcalóides presentes na peçonha de Solenopsis invicta têm correlação com a 

idade das formigas (49). Recentemente, alcalóides foram encontrados em 

peçonhas de formigas lava-pés (red imported fire ant) (50). Novos alcalóides 

também foram encontrados em reinvestigação de peçonhas de Solenopsis richteri 

(51). 
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1.3.6. Terpenos 

Em peçonhas de Myrmicaria natalensis e Crematogaster sp. foram 

detectados terpenos e outros compostos de baixa massa molecular altamente 

tóxico para invertebrados (8). 

 

1.3.7. Outros compostos 

Além dos compostos mencionados acima, as peçonhas de formigas também 

contêm uma grande variedade de outras substâncias. Algumas peçonhas do 

gênero Triplaris possuem um polissacarídeo com propriedades anti-reumáticas 

(8). Um polissacarídeo também tem sido descrito da peçonha de Pseudomyrmex 

sp. (52). No grupo Formicinae, as peçonhas contêm ácido fórmico, composto 

volátil, altamente citotóxico e corrosivo. Adicionalmente dois compostos voláteis 

foram encontrados na peçonha de Pachycondyla sennaarensis (53). 

 

1.4. Atividades biológicas 

 

1.4.1. Atividade inseticida 

São relatados efeitos tóxicos de peçonhas de diversas espécies de formigas 

sobre insetos, principalmente do gênero Pachycondyla (34,54). Alguns dos 

componentes responsáveis para esta atividade têm sido isolados, tais como a 

poneratoxina (38) e cininas neurotóxicas (33). 

 

1.4.2. Antimicrobiana  

Diversas peçonhas e toxinas de formigas têm propriedades antimicrobianas, 

como a solenopsina A, um alcalóide da peçonha de S. invicta que inibe sinalização 

intracelular em Pseudomonas aeruginosa (55). Peptídeos com propriedades 

antibacterianas foram isolados da peçonha de Pachycondyla goeldii (34). 

 

1.4.3. Citotoxicidade 

As peçonhas de formiga têm propriedades citotóxicas, e.g., Formica rufa (8), 

e uma ação hemolítica, como em M. pilosula (45), Pseudomyrmex triplarinus (28), 
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Solenopsis sp. e M. ruginodis (8). Da peçonha de M. pilosula foram isolados pelo 

menos tres peptídeos citotóxicos (pilosilina 1, 2 e 3), a citotoxicidade da pilosulina 

1 foi diminuida após a clivagem deste peptídeo a partir do resíduo 22 do N-

terminal, sugerindo que a citotoxicidade deste peptídeo em células infectadas com 

o vírus de Epstein Barr (EBV), em glóbulos brancos e a capacidade de lisar 

eritrócitos depende deste segmento (56). A ectatomina, uma toxina isolada de 

Ectatomma tuberculatum, age na membrana celular formando canais, e age 

também em canais de cálcio de miocárdio isolado de rato (57). 

 

1.4.4. Neurotoxicidade 

São encontradas cininas neurotóxicas em peçonhas de várias espécies de 

vespas, além de formigas, como a P. clavata (33). A poneratoxina também tem 

atividade neurotóxica (38), sendo capaz de afetar a transmissão neuromuscular 

em ratos, age pre-sinapticamente aumentando a frequência de liberação 

espontânea de sesículas sinápticas, e pós-sinapticamente afetando a duração dos 

potenciais de placa em miniatura (MEPPs) e os potenciais de placa terminal 

(EPPs) (36). A isosolenopsina A, um alcalóide isolado da peçonha de Solenopsis 

invicta, é um potente inibidor seletivo das isoformas neuronal, endotelia e 

imunológica da óxido nítrico sintase neuronal, este componente pode ter efeito 

significativo nas reações adversas das picadas (58). 

 

1.4.5. Atividade pró- e anti-inflamatória 

As peçonhas de varias espécies apresentam propriedades anti-inflamatórias. 

A maioria dos componentes alergênicos das peçonhas de formigas copreende 

compostos de cerca de 30 kDa (32). 59 demonstraram a presença de IgE 

específico e IgE ligante em anafilaxia causada por Pachycondyla chinensis. Da 

peçonha de P. triplarinus foram isoladas seis isoformas de uma proteína com ação 

anti-inflamatória em edema experimental (29). A pilosulina 5 da peçonha de M. 

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

Quanto a envenenamentos por formigas no mundo, a maioria dos relatos 

corresponde à ocorrência de hipesensibilidade às peçonhas de alguns gêneros 

como Solenopsis, Myrmeciae, Pseudomyrmex e Pachycondyla (11,60,61,62,63). 

As manifestações locais mais comuns são reações como eritema, dor, piloereção 

e urticária (64,65), e no local da picada é comum a formação de uma 

pseudopustula (66,67). Já as manifestações sistêmicas estão freqüentemente 

associadas a uma hipersensibilidade à peçonha, podendo resultar em uma 

resposta de fase tardia ou uma anafilaxia, potencialmente fatal (66). Com exceção 

das formigas “bulldog” australianas, os efeitos tóxicos diretos da peçonha não são 

letais para seres humanos. A letalidade registrada está mais relacionada a 

infecções secundárias nas escoriações ou reações alérgicas do que ao 

envenenamento em si (68). 

No que diz respeito as formigas no Brasil, Haddad Júnior et al. (9) 

descreveram os efeitos da picada da falsa tocandira (Dinoponera gigantea) em um 

pescador amador. A picada ocorreu na mão e foram relatados dor forte, sudorese, 

náusea, vômito, mal estar, taquicardia e linfadenopatia axilar. A dor intensa 

passou após 8 h, mas houve dor moderada, no local da picada, após 24 h, além 

de edema e eritema local. 

 

1.6. Subfamília Ponerinae 

São poucas as espécies da subfamília Ponerinae cujas peçonhas já foram 

estudadas. A quantidade de peso seco de peçonha por formiga varia grandemente 

neste grupo, desde 0.04 mg (Odontomachus haematodus) até 0.55 mg (D. 

gigantea). Peçonhas de seis espécies deste grupo já foram investigadas sendo 

detectadas oito enzimas com baixos níveis de fosfolipase, fosfatase ácida, 

fosfatase alcalina, e fosfodiesterase; não houve atividade esterásica ou 

proteolítica. Isto difere das peçonhas de vespas sociais, onde são detectadas 

fortes atividades para várias destas enzimas. As peçonhas destas espécies 

possuem atividade cininérgica, além de neurotoxina com atividade em músculo 

liso e na transmissão sináptica em sistema nervoso central de insetos (8). 
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Peptídeos neurotóxicos já foram detectados na peçonha de P. clavata (35). 

Há baixa atividade hemolítica comparada a peçonhas de vespas sociais. Em 

relação à toxicidade, as peçonhas de Dinoponera grandis e O. haematodus são 

comparáveis à da maioria das vespas sociais; as peçonhas de P. clavata e 

Ectatomma quadridens são comparáveis às das vespas mais tóxicas e a de E. 

tuberculatum é mais tóxica que de qualquer vespa social (8). 

A peçonha de P. clavata contém três frações que bloqueiam a transmissão 

sináptica em sistema nervoso central de barata e duas destas frações possuem 

atividade agonista em músculo liso de mamífero. A poneratoxina desta peçonha 

exibe forte efeito sobre a atividade elétrica de axônio de barata, fibras musculares 

esqueléticas isoladas de sapo e fibras musculares esqueléticas isoladas de rato, 

com prolongamento dos potenciais de ação (35,37). 

Orivel e Dejean (34) estudaram a peçonha de formigas do gênero 

Pachycondyla em grilos e observaram que a paralisia rápida era reversível 

enquanto que a paralisia lenta era irreversível. Isolou-se também peptídeos com 

propriedades antibacterianas da peçonha de Pachycondyla goeldii (34). 

 

1.7. Poneríneas brasileiras 

No sudeste do Brasil, há varias espécies de poneríneas, sendo as espécies 

Odontomachus chelifer e Pachycondyla striata conspícuas em cerrado na região 

de Itirapina, no Estado de São Paulo (Oliveira, 2003; informação pessoal). 

Entretanto, há poucos estudos bioquímicos e farmacológicos destas peçonhas, 

com exceção daqueles já mencionados acima. 

A P. clavata é conhecida em algumas regiões do Brasil como tocandira, tem 

distribuição neotropical. É uma grande formiga predadora de insetos, 

especialmente larvas de lepidóptera, e pequenos vertebrados (69). Uma 

neurotoxina, denominada poneratoxina, foi isolada da peçonha desta formiga (33) 

e utilizada na construção de um bioinseticida (38). 
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2. OBJETIVOS 

 

Baseado nas considerações acima, os objetivos deste trabalho foram: 

 

1. Investigar a atividade fosfolipásica e hemolítica da peçonha de P. clavata. 

 

2. Investigar a ação da peçonha de P. clavata em músculo liso não vascular 

(íleo isolado de rato). 

 

3. Investigar a atividade cardiotóxica da peçonha em preparações de átrio 

direito isolado de rato e de coração semi-isolado de barata. 

 

4. Caracterizar a fração responsável pela toxicidade em átrio direito isolado 

de rato. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Reagentes 

Acetilcolina, acrilamida, albumina bovina, azul brilhante de Coomassie, 

bradicinina, histamina, persulfato de amônia, serotonina, TEMED e Tris foram 

adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Proteínas marcadoras de 

massa molecular pré-coradas foram obtidas da Biorad (Carlsbad, EUA), Superdex 

G75 foi adquirida da GE Healthcare (Uppsala, Sweden), o glicerol foi da Synth 

(Diadema, SP), a acetonitrila da Mallinckrodt (Cidade do México, México) e o 

Triton X-100 da USB (Cleveland, OH, EUA). Álcool e ácido acético foram 

comprados da Ecibra (Santo Amaro, SP), o isoflurano foi obtido da Cristália 

(Itapira, SP) e os kits para quantificação de creatine kinase MB eram da LabLabor 

(São Paulo, SP). Os sais (grau p.a.) para as soluções fisiológicas eram da Baker, 

Mallinckrodt, Merck ou USB.  

 

3.2. Animais 

Foram utilizados ratos machos Wistar (250-350 g) obtidos do Centro 

Multidisciplinar de Investigação Biológica (CEMIB/UNICAMP). Os ratos foram 

alojados 5/caixa, em caixas plásticas com cama de maravalha, a 22±2 oC, sob 

ciclo de luz/escuro de 12 h e acesso livre à água e ração para roedores (Nuvital®). 

Os experimentos descritos aqui foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da UNICAMP (CEEA/UNICAMP, protocolo no. 1905-1). 

As baratas (Licophea maderae), obtidas de loja de pesca, foram mantidas 

em caixas de vidro com substrato de papelão. Os insetos tinham àgua e ração ad 

libitum.  

 

3.3. Peçonha de formiga 

As formigas (P. clavata) foram capturadas no município de Carajás, no 

Estado do Pará. Foram acondicionadas em caixas de isopor contendo gelo 

comum e transportadas ao laboratório, onde foram eutanasiadas por 

congelamento. A identificação das formigas foi realizada através de chaves 
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dicotômicas e foi confirmada por especialista (Dr. Harold Gordon Fowler, Centro 

de Estudos de Insetos Sociais - CEIS, UNESP, Rio Claro, SP). 

Quando necessário, as formigas foram descongeladas e a peçonha foi 

obtida pela leve compressão das glândulas com uma pinça (sem amassar ou 

esmagar a glândula) para expelir a peçonha seguida de lavagem das glândulas 

com água destilada. A peçonha foi posteriormente centrifugada (3 x 10.000 g, 10 

min, 4°C), liofilizada e armazenada a -20 °C até ser utilizada. As soluções de 

peçonha foram preparadas em NaCl 0,9% no dia do uso e armazenadas em gelo 

até serem utilizadas.  

 

3.4 - Procedimentos experimentais 

3.4.1. Conteúdo protéico 

O conteúdo protéico da peçonha e das frações cromatográficas foi 

determinado pelo método de Bradford (70), usando-se albumina bovina como 

padrão. O ensaio foi realizado em triplicata. 

 

3.4.2. Eletroforese 

O perfil eletroforético da peçonha foi analisado através de SDS-PAGE, 

essencialmente conforme descrito por Laemmli (71). Foram utilizados géis de 

acrilamida a 10% e tampão Tris-HCl, pH 8,8, em cuba de minigéis SE260 (GE 

Healthcare). A corrida foi realizada com amperagem de 25 mA e voltagem de 100 

volts por 2 h. Foram incluídas proteínas marcadoras de massa molecular (Bio-

Rad) em todas as corridas. Terminada a corrida, os géis foram corados com prata 

ou com azul brilhante de Coomassie. 

 

3.4.3. Atividade fosfolipásica 

O ensaio para a atividade fosfolipásica foi feito segundo Beghini et al. (72). 

Neste ensaio utiliza-se como substrato o acido benzóico ligado a nitrogênio, que 

ao ser clivado libera o produto colorimétrico. A peçonha de Crotalus durissus 

terrificus (cascavel) foi usada como controle positivo. No ensaio foram utilizados 1 

mg de substrato e 0,1 mg de proteína em tampão fosfato com pH 8,0 e incubados 
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a 37ºC por 30 min. A absorbância foi lida em 420 nm e o ensaio foi feito em 

triplicata. A atividade enzimática foi expressa em unidade enzimática, onde cada 

unidade corresponde a 1 mg de produto liberado/mg de proteína/min, nas 

condições experimentais utilizadas. 

 

3.4.4. Atividade hemolítica 

A atividade hemolítica foi deteminada usando uma suspensão de 5% de 

eritrócitos de ratos lavados em salina (NaCl 150 mM) tamponado com fosfato 

(PBS, pH 7.4). Alíquotas (1 ml) foram incubadas com 0,1 mg de peçonha durante 

30 min a 37oC, e em seguida as amostras foram centrifugadas a 600 g durante 10 

minutos. A absorbância do sobrenadante foi então lida a 540 nm e comparada 

com uma curva-padrão obtida de diluições seriadas do controle positivo (eritrócitos 

lisados em PBS + Triton X-100); o controle negativo foi uma suspensão de 5% de 

eritrócitos lavados em PBS (pH 7.4) (28). Foram realizados testes com peçonha 

aquecida a 100 oC por 20 min. 

 

3.4.5. Fracionamento por FPLC 

A peçonha foi fracionada por gel filtração em FPLC usando-se coluna de 

Superdex 75 (Tricorn 1 cm x 20 cm) equilibrada com Tris-HCl 50 mM, pH 8. As 

proteínas foram eluídas com o mesmo tampão em fluxo de 0,3 ml/min e o perfil de 

eluição foi monitorado a 214 e 280 nm usando um sistema cromatográfico 

ÄKTApurifier10. Frações de 1 ml foram coletadas e avaliadas por atividade 

biológica. 

 

3.4.6. Íleo isolado de rato 

Os animais foram eutanasiados com isoflurano e o íleo foi retirado e 

colocado em solução de Tyrode (composição, em mM: NaCl 137; NaH2PO4 0,42; 

NaHCO3 11,9; CaCl2  1,8; MgCl2 0,49; KCl 2,7 e glicose 11,1), pH 7,4 quando 

borbulhada com carbogênio (95% O2 + 5% CO2).  Após limpeza, fragmentos do 

íleo (4 cm) foram montados sob uma tensão de 2,1 g num banho contendo 10 ml 

de solução Tyrode borbulhada com carbogênio a 37oC. A atividade contrátil do 
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4. RESULTADOS 

4.1. Conteúdo protéico e perfil eletroforético  

A dosagem protéica mostrou que o conteúdo protéico da peçonha de P. 

clavata corresponde a 64±11% (n=6) do peso seco. 

A análise eletroforética mostrou que a peçonha possui várias bandas 

protéicas, com predominância de quatro componentes de aproximadamente 110 

kDa, 65 kDa, 38 kDa e 22,5 kDa (Fig. 4).  

Figura 4. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) da peçonha (25 e 50 μg) de P. clavata. Foi 

usado um gel de acrilamida de 10% e as proteínas foram visualizadas usando coloração 

por prata. As posições dos marcadores de massa molecular (M, em kDa) estão indicadas 

à esquerda. 

4.2. Atividades fosfolipásica e hemolítica 

A Figura 5A mostra a atividade fosfolipásica da peçonha de P. clavata 

durante 30 min de incubação. A atividade específica da peçonha foi de 0,141 

U/mg. O aquecimento prévio da peçonha (100ºC, 20 min) aboliu a atividade 
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fosfolipásica.
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Figura 5. A. Atividade fosfolipásica da peçonha de P. clavata (0,1 mg/ml). B. Atividade 

hemolítica da peçonha de P. clavata em suspensão de eritrócitos de ratos. Os pontos em 

A e B são a média ± EPM de seis animais. *p<0,05 comparado com peçonha não 

aquecida. 
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A Figura 5B ilustra a atividade hemolítica da peçonha de P. clavata, 

mostrando que é dependente da concentração testada. Conforme visto com a 

atividade fosfolipásica, o aquecimento prévio também aboliu a atividade hemolítica 

da peçonha. 

 

4.3. Perfil cromatográfico 

A cromatografia da peçonha de P. clavata por gel filtração em resina 

Superdex 75 resultou em cinco picos principais (P1-P5), com o primeiro pico 

apresentando boa resolução em relação aos demais (Fig. 6). Estes picos 

corresponderam, respectivamente, a 26%, 17%, 24%, 25% e 8% da proteína 

recuperada. A análise eletroforética destes picos mostrou que o pico P1 continha 

uma proteína majoritária de 35 kDa e um componente menor de ~24 kDa; os 

outros picos continham proteínas de ~20-30 kDa. 
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Figura 6. Perfil de eluição da peçonha de P. clavata após gel filtração. A peçonha (5 mg) 

foi dissolvida em 0,05 M Tris-HCl, pH 8,0, e fracionada conforme descrito nos Métodos. 

Detalhe: Perfil eletroforético de P1 a P5 (50 µg cada) em gel de 10%. As bandas de 

proteínas foram detectadas através da coloração com azul brilhante de Coomassie.  
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A Figura 10 mostra os efeitos secundários da peçonha de P. clavata sobre a 

força de contração e a freqüência atrial, tendo em ambos os casos uma queda 

progressiva, dependendo da concentração de peçonha testada.  Estes efeitos são 

considerados secundários uma vez que resultam do efeito principal da peçonha, 

que é a contratura marcante que leva à diminuição da força contrátil e da 

freqüência. 

Os efeitos das frações cromatográficas no átrio direito isolado de rato estão 

mostrados na Figura 11. Tanto os traçados representativos de cada pico (Fig. 

11A) quanto os valores médios (Fig. 11B) mostram que apenas o pico P1 

apresentou o perfil de atividade (forte contratura e subida da linha de base) visto 

com a peçonha. No caso do pico P3, houve aumento na força contrátil sem 

alteração marcante na linha de base. Conforme visto com a peçonha, a contratura 

marcante causada pelo pico P1 resultou em diminuição secundária na força 

contrátil (Fig. 12A) e freqüência (Fig. 12B) em átrio direito isolado de rato. Além 

disso, o pico P3 provocou pequeno aumento na força contrátil nos primeiros 

minutos após aplicação, mas não houve diferença significativa em relação aos 

valores basais (Fig. 12A). O aquecimento (100oC, 20 min) do pico P1 não afetou 

sua capacidade de induzir contratura em tecido atrial (Fig. 12C).  
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A Figura 13 mostra que houve liberação significante da enzima CK-MB de 

átrio isolado de rato após 60 min de incubação com peçonha de P. clavata e pico 

P1 (0,5 μg/ml cada). Esta liberação não foi abolida pelo aquecimento.  

0

5

10

15

* #

Basal
Final

Controle Peçonha Pico 1

* #

* #

Pico 1 aquec.

C
re

at
in

o
-c

in
as

e-
M

B
 (

U
/m

l)

 

Figura 13. Liberação de CK-MB por átrio direito isolado de rato incubado com peçonha de 

P. clavata e pico P1. Basal e final - antes e depois de incubação por 60 min com peçonha 

ou P1. Os átrios controle foram incubados com solução de Krebs-Henseleit. As colunas 

são a média ± EPM (n = 6). *,#p<0,05 comparado com os valores basais (*) e com o grupo 

controle (#) após 60 min. 

 

As alterações histológicas observadas após incubação com pico P1 

aquecido estão mostradas na Figura 14, onde é possível ver lesão dos 

cardiomiócitos e desorganização das fibras musculares quando comparado ao 

tecido controle incubado apenas com solução Krebs-Henseleit. 
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Figura 15. Ação da peçonha de P. clavata sobre a freqüência cardíaca em coração semi-

isolado de barata. Os controles foram incubados com solução salina. Os pontos são a 

média ± EPM (n =8). 
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5. DISCUSSÃO 

5.1. Composição geral da peçonha de P. clavata 

Os resultados deste estudo mostram que a peçonha de P. clavata é 

composta principalmente de material peptídico/protéico (~64%), com proteínas de 

massa molecular de 21 kDa a 116 kDa. Estes achados estão de acordo com 

peçonhas de outras espécies de formigas, tais como a de S. invicta (78), porém 

nesta peçonha há abundância de proteínas com até ~39 kDa. Na peçonha de P. 

triplarinus predominam mymexinas com ~7 kDa (29). Em peçonhas de outras 

formigas como a M. pilosula observam-se, em gel de eletroforese, diversas 

bandas de baixa massa molecular e algumas bandas com até 97 kDa. A análise 

dos componentes de baixa massa revelou a presença de diversos peptídeos 

denominados pilosulinas (31). Em estudo dos alérgenos desta mesma formiga 

foram observadas proteínas de 6 a 89 kDa (32). Em Solenopis e Mirmicaria são 

encontrados ainda componentes de baixa massa molecular como alcalóides 

(46,50,51). Além disso, componentes voláteis foram observados em formigas do 

gênero Pachycondyla (53). Da peçonha de P. clavata, apenas a poneratoxina tem 

sido bem caracterizada (35,37). Um glicofosfolipídeo tóxico para insetos e 

formador de poros na membrana também foi encontrado na peçonha desta 

espécie (25). 

É possível ainda que alguns dos componentes observados no perfil 

eletroforético sejam contaminantes das células que compõem a membrana do 

reservatório de peçonha e que sua presença resulta do processo de extração da 

peçonha ou mesmo de secreção merócrina ou holócrina. 

 

5.2. Atividades fosfolipásica e hemolítica 

A atividade fosfolipásica da peçonha de P. clavata foi moderada em 

comparação com peçonhas como a de S. invicta e de algumas vespas, que tem 

alta atividade fosfolipásica (79). A fosfolipase encontrada na peçonha de S. invicta 

é uma das principais responsáveis pelos efeitos de hipersensibilidade em 

pacientes picados (26,78). Em envenenamentos os efeitos clínicos provocados 

pelas fosfolipases podem ter intensidades distintas em decorrência da quantidade 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pluzhnikov%20KA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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de toxina injetada, tendo em vista que há diferenças no tamanho do reservatório 

de peçonha em diferentes animais (8). 

A peçonha de P. clavata causou hemólise, assim como peçonhas de outros 

hymenópteros como Pogonomyrmex barbatus (80), e vespas de gênero Vespula 

(17), Vespa orientalis (19) e Polistes lanio lanio (ver Capítulo 2). Entretanto, nos 

envenenamentos relatados por picadas de tocandeiras (P. clavata) não há 

descrições de hemólise (9). A ausência de hemólise na clínica pode estar 

relacionado à baixa quantidade de peçonha injetada ou à diferenças na 

sensibilidade entre espécies. Em envenenamentos maciços por picadas de 

algumas vespas observa-se rabdomiólise e insuficiência renal aguda (13,14,19) 

devido à capacidade de fosfolipases e outras toxinas de clivar membranas 

celulares. Efeitos locais como necrose e hemorragia foram relatados para picadas 

de formigas (81) e também podem estar relacionados à ação fosfolipásica capaz 

de provocar lesões na membrana celular. Conforme mostrado aqui, tanto a 

atividade fosfolipásica quanto a atividade hemolítica da peçonha foram 

termolábeis, tendo sua atividade abolida pelo aquecimento. O paralelismo 

observado entre a sensibilidade destas duas atividades ao calor sugere que há 

relação entre elas. Esta conclusão está de acordo com outros estudos mostrando 

relação direta entre atividade hemolítica e presença de atividade fosfolipásica em 

peçonhas de himenópteros (26,82). Entretanto as fosfolipases podem não ser a 

única classe de moléculas responsáveis por este efeito, pois diversos peptídeos 

citotóxicos com atividade hemolítica têm sido isolados de peçonhas de 

himenopteros (33,34,39,42,43). 

 

5.3. Fracionamento da peçonha 

O fracionamento por gel filtração resultou em cinco picos, o primeiro dos 

quais tinha componentes de alta massa molecular; este pico apresentou atividade 

em íleo isolado e átrio isolado. Piek et al. (35), que investigaram os efeitos da 

peçonha de P. clavata em sistema nervoso periférico de barata e músculo liso de 

mamífero, identificaram três frações tóxicas que bloqueiam a transmissão 

sináptica em sistema nervoso de inseto. Duas destas toxinas eram agonistas em 
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músculo liso de mamífero: uma foi caracterizada contendo cininas e a outra 

fração, mais ativa, foi recromatografada e resultou na purificação de poneratoxina, 

um peptídeo com 25 aminoácidos.  

Os resultados obtidos aqui sugerem que a toxina presente no pico P1 de gel-

filtração tem alta massa molecular, não devendo ser, portanto, uma cinina nem a 

poneratoxina, exceto se houvesse contaminação por conjugação com algum 

componente de alta massa molecular. 

 

5.4. Ação em íleo isolado de rato 

Algum componente de alta massa molecular presente na peçonha de P. 

clavata é responsável pela atividade em íleo isolado, onde produz contração em 

baixas concentrações. A relevância clínica desta atividade é desconhecida devido 

à raridade de casos graves de envenenamentos por esta espécie de formiga. 

Entretanto, há relatos de náusea em indivíduo picados por Dinoponera gigantea 

(9), o que pode resultar da ação de toxinas da peçonha desta formiga no sistema 

nervoso central. 

A toxina presente no pico P1 da peçonha de P. clavata causou 

desensibilização em íleo, conforme mostrado pelos diferentes protocolos usados 

aqui.  Diversas moléculas causam efeito semelhante (83), sendo a ativação 

colinérgica via receptores muscarínicos uma das vias comuns de desensibilização 

em íleo. Entretanto, nos experimentos realizados no presente trabalho, a resposta 

a ACh não foi afetada pela administração sucessiva do pico P1 na mesma tira de 

íleo, indicando que o mecanismo envolvido na desensibilização pelo pico P1 não 

envolve a via colinérgica. 

Vários estudos têm mostrado que as fosfolipases podem aumentar a força 

contrátil e causar contratura em diversos órgãos isolados através da mobilização 

de Ca2+ intracelular; pode também haver uma desensibilização lenta pela ação em 

outros receptores (84,85). No presente estudo, a atividade fosfolipásica foi 

encontrada em vários picos cromatográficos, especialmente pico P4 (dados não 

mostrados), enquanto o efeito em íleo está presente no pico 1. Este achado indica 

que a atividade fosfolipásica desta peçonha não é responsável pela ação contrátil 
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Em envenenamentos humanos por ponerinas brasileiras não há relatos de lesão 

cardíaca (9), talvez pela baixa quantidade de peçonha injetada, pela pequena 

distribuição das toxinas de alta massa molecular presentes no pico P1, ou mesmo 

pela falta de estudos sobre o assunto. Por outro lado, a persistência destas 

toxinas no local da picada pode resultar em efeitos locais, tais como necrose e 

resposta inflamatória. 

 

5.7. Ação em coração semi-isolado de barata 

O coração semi-isolado de barata tem sido usado em estudos 

farmacológicos e toxinológicos. Conforme demonstrado aqui, a peçonha de P. 

clavata causou efeito cronotropico negativo marcante nesta preparação, 

dependendo da dose. Piek et al. (35) observaram a presença, em peçonha de P. 

clavata, de três frações que bloqueiam a transmissão sináptica central em baratas, 

sendo que duas delas foram identificadas: um peptídeo (poneratoxina) e uma 

glicoproteína. Essas toxinas poderiam contribuir para o efeito observado aqui uma 

vez que o coração de barata tem sua freqüência controlada pelo sistema nervoso 

central. Sendo assim, a queda da freqüência cardíaca em coração de barata pode 

ter sido provocada por atuação da peçonha diretamente sobre o tecido cardíaco 

ou indiretamente, através de bloqueio do controle neuronal que o sistema nervoso 

central exerce sobre este órgão. 
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6. CONCLUSÕES 

Baseado nos resultados apresentados acima, concluímos que a peçonha 

de P. clavata: 

1. Contém várias proteínas, com predomínio de componentes com massas 

moleculares de 22,5, 38, 65, e 100 kDa. 

2. Possui atividade fosfolipásica e causa hemólise, ambas são mediadas 

por componente termosensível. 

3. Contrai músculo liso não vascular (íleo de rato), e causa desensibilização 

da resposta depois de repetidas incubações. 

4. Produz contratura em átrio direito isolado de rato, ação esta que é 

termoestável. 

5. Possui cinco picos principais quando fracionada por gel filtração, sendo 

que o pico P1 é responsável pela contração de íleo de cobaia e pela toxicidade em 

átrio isolado. 

6. Exibe um efeito cronotrópico negativo em coração semi-isolado de 

baratas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II 



 74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
INTRODUÇÃO 



 75 

1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Família Vespidae 

A família Vespidae é dividida em cinco subfamílias: Stenogastrinae, Apinae, 

Eumeninae, Polistinae e Vespinae (106). As subfamílias Vespinae e Polistinae 

ocorrem no Brasil e contêm a maioria das vespas sociais, que são popularmente 

denominadas marimbondos. A Figura 1 mostra a relação filogenética entre as 

subfamílias da família Vespidae baseada em análise de DNA ribossômico. 

 

 

 

1.2. Aparato venenífero de vespas 

Algumas espécies de vespídeos não são capazes de ferroar, pois têm um 

aparato venenífero pouco desenvolvido ou ausente. Por outro lado, várias 

espécies têm um aparato venenífero desenvolvido sendo, portanto, capazes de 

Figura 1. Filogenia da família Vespidae. Os valores acima dos ramos representam 

os comprimentos dos ramos e os valores circulados representam os valores de 

bootstrap. Fonte: (106). 
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ferroar. O aparato venenífero é considerado um ovipositor modificado. A Figura 2 

apresenta esquematicamente o aparato venenífero de vespideos (107). 

 

 

 

1.3. Composição das peçonhas de vespas 

Em peçonhas de vespas predominam componentes protéicos como proteínas, 

peptídeos e glicoproteínas, além de aminoácidos, aminas biogênicas, 

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

 

1.3.1. Proteínas  

As peçonhas de vespídeos contêm diversas proteínas, com ou sem atividade 

enzimática, e massa molecular variada. Assim, é relatada a presença de esterase, 

fosfolipase (PLA), fosfatases ácida e alcalina, fosfodiesterase, hialuronidase, 

lipase, e protease (26,111). Soldatova et al. (112) isolaram e sequenciaram uma 

Figura 2. Aparato venenífero de um vespídeo. Ga – glândula anexa, 

Gac – glândula associada, Dv – ducto de peçonha, F – ferrão e Sv – 

reservatório de peçonha. Fonte: (107). 
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mas também foi identificado um peptídeo bloqueador de canais de potássio e 

sódio que pode contribuir para esta paralisia de longa duração (142). Existem 

ainda proteínas capazes de inativar hemócitos de insetos (143). 

 

1.4.2. Atividade antimicrobiana  

Diversas peçonhas de vespas possuem atividade antimicrobiana que tem sido 

atribuída à presença de peptídeos nas mesmas, e.g. em A. samariensis (127) e A. 

p. pallipes (144), e os peptídeos dominulina A e B identificados na cutícula e na 

peçonha de P. dominulus (129). Duas famílias de peptídeos antimicrobianos 

também foram encontradas em peçonha de V. magnífica (130). 

 

1.4.3. Citotoxicidade 

As peçonhas de Pteromalus puparum e Nasonia vitripenis são citotóxicas em 

homócitos e células cultivados de insetos (145,146); este modelo in vitro poderia 

ser útil no desenvolvimento de bioinseticidas (147). No caso da N. vitripennis, a 

citotoxicidade está relacionada à atividade PLA2 da peçonha (148). Um 

tetradecapeptídeo com atividade lítica em eritrócitos humanos foi encontrado na 

peçonha da vespa solitária A. f. micado (124). 

 

1.4.4. Neurotoxicidade 

As peçonhas de vespa exercem potente atividade neurotóxica em insetos e 

alguns vertebrados (138,140,149,153). Uma neurotoxina (AvTx8) isolada da 

peçonha de Agelaia vicina age em receptores GABAérgicos (154). Cunha et al. 

(151) sugeriram que o efeito anticonvulsivante da peçonha de Polybia ignobilis 

decorre da interação de componentes da peçonha com receptores GABAérgicos e 

glutamatérgicos. Efeitos anticonvulsivantes também foram observados com a 

peçonha de Polybia occidentalis (155). 153 relata atividade cataléptica de peçonha 

desnaturada de A. vicina em ratos. 
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1.4.5. Atividade inflamatória 

O envenenamento por vespas freqüentemente resulta em dor e edema locais 

e uma reação inflamatória. Proteínas são alégenos importantes em peçonhas de 

vespas (156) 131 caracterizaram dois peptídeos com atividade inflamatória da 

peçonha de P. paulista. A peçonha de Polistes fucatus induz edema de pata em 

ratos (157). No caso do envenenamento por Polistes lanio lanio, o edema e 

aumento da permeabilidade vascular em camundongos induzido pela peçonha 

desta espécie ocorre primariamente pela ativação de receptores NK1 pela 

substância P das fibras C sensoriais, as quais promovem a liberação de histamina 

por mastócitos (10). 

 

1.5. Mecanismos de ação de toxinas 

As peçonhas de vespas solitárias e coloniais contêm agonistas e antagonistas 

de nAChR (158), além de antagonistas de receptores NMDAR (152). Choi et al. 

(159) estudaram a ligação de filantotoxina-433 e poliaminas relacionadas á nAChR 

in vitro. A peçonha de A. vicina interfere na recaptação de GABA e glutamato em 

sinaptossomos (150). Stromgaard et al. (160) mostraram que a potência de 

enantiômeros de filantotoxina era semelhante em receptores nicotínicos e de 

glutamato. Pizzo et al. (161) relacionaram a atividade de AVTX7 a canais de K+ de 

sinaptossomos. A injeção de Thr6-bradykinin da peçonha de P. occidentalis inibe a 

resposta nociceptiva aguda de ratos (162). 

 

1.6. Aspectos clínicos  

Vespas utilizam a peçonha para defesa, portanto quando ocorrem acidentes 

com envenenamento vespídeos onde os principais efeitos são reações alérgicas 

incluindo anafilaxia fatal (12,15). Além disso, o envenenamento pode causar a 

morte por hemólise intravascular, rabdomiólise, insuficiência renal aguda, 

disfunção hepática e, ocasionalmente, trombocitopenia e coagulopatia (163). Um 

estudo de três casos de envenenamento por V. magnífica revelou a ocorrência de 

insuficiência renal aguda, hemólise, rabdomiólise, fígado comprometido e 

oligoanuria (13,14). Adicionalmente ocorre edema local (6) e os mastoparanos da 
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peçonha podem provocar danos em músculo esquelético (164,165). A trombose 

aórtica e infarto cerebral são os principais sinais após o envenenamento maciço 

por picadas de vespas (166). Há relatos de pacientes que sofreram infarto agudo 

do miocárdio, após a picada de vespa. Esses efeitos estão relacionados à ação 

direta da peçonha sobre o endotélio coronariano e especialmente aos efeitos 

secundários do sistema imunológico com decréscimo da perfusão coronária e 

formação de trombros (167,168). Pacientes picados por vespas também podem 

desenvolver insuficiência renal aguda decorrente de efeitos hematológicos da 

peçonha com hemólise e rabdomiólise (169,170). Adicionalmente há relatos de 

encefalites e sindrome compartimental (171,172,173). 

 

1.7. Vespídeos brasileiros 

Os vespídeos formam uma parte comum e conspícua da fauna brasileira, 

especialmente as espécies sociais, e são encontrados em quase todos os 

ambientes desde a floresta amazônica, mata atlantica, cerrado, caatinga, pantanal 

e campos sulinos (174). A P. l. lanio, conhecida em algumas regiões do Brasil 

como marimbondo cavalo, constroi ninhos pequenos (cerca de quinze indivíduos) 

e é comum na região sudeste. É uma vespa grande e se alimenta de néctar e 

insetos, especialmente lepidópteros (175,176). 
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2. OBJETIVOS 

 

Baseado nas considerações acima, os objetivos deste trabalho foram: 

 

1. Investigar a atividade fosfolipásica e hemolítica da peçonha da vespa P. l. 

lanio. 

 

2. Investigar a ação da peçonha de P. l. lanio em íleo isolado de cobaia 

(músculo liso não vascular).  

 

3. Investigar a cardiotoxicidade da peçonha de P. l. lanio em átrio direito 

isolado de rato e coração semi-isolado de barata. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Reagentes 

A acetilcolina, acetonitrila, ácido acético, acrilamida, albumina bovina, azul 

brilhante de Comassie, glicerol, isofluorano, persulfato de amônia, Superdex 75, 

sais para soluções fisiológicas, TEMED, Tris, Triton X-100 e kits para 

quantificação de CK-MB foram obtidos dos fornecedores indicados na seção 3.1. 

do Capítulo 1. Adicionalmente, foram utilizados os seguintes bloqueadores de 

canais iônicos: tetrodotoxina (canais de sódio dependentes de volgatem), 

glibenclamida (canais de potassio dependentes de ATP), 4-aminopiridina (canais 

de potássio), verapamil (canais de cálcio dependentes de volgatem) e nifedipina 

(canais de cálcio dependentes de voltagem) comprados da Sigma (St. Louis, MO, 

EUA). 

 

3.2. Animais  

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

 

3.3. Peçonha de vespa 

As vespas (P. l. lanio) foram capturadas em torno de ninhos no campus da 

UNICAMP. Foram acondicionadas em caixas de isopor contendo gelo comum e 

transportadas ao laboratório, onde foram eutanasiadas por congelamento. A 

identificação das vespas foi realizada através de chaves dicotômicas e foi 

confirmada por especialista. 

Para obtenção da peçonha, as vespas foram descongeladas sob 

refrigeração e o aparato venenífero foi extraído do abdômen puxando-se o ferrão 

com uma pinça. Posteriormente, as bolsas de peçonha foram isoladas e 

pressionadas levemente até expelir seu conteúdo através do duto de peçonha do 

ferrão; o conteúdo (peçonha) foi coletado utilizando-se um capilar. A peçonha 

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

O conteúdo protéico, a eletroforese, a atividade PLA2, a atividade hemolítica, 

a atividade em íleo e átrio isolados de rato e coração isolado de barata e análise 

estatística dos resultados foram realizados/determinados conforme descrito no 

Capítulo 1. 

 

3.4.1. Fracionamento por FPLC e HPLC 

O fracionamento da peçonha por gel filtração em FPLC foi feito conforme 

descrito no Capítulo 1. 

A cromatografia por HPLC de fase reversa foi realizada usando-se colunas 

do tipo C18 Luna e Júpiter (5 μm, St 4.6/250, 100 å e 300 å, respectivamente; 

Phenomenex). Para isso, a peçonha ou fração foi aplicada à coluna pré-

equilibrada com ácido trifluoroacético (0,1%). As proteínas foram eluídos com 

gradiente linear (de 0-100%) de acetonitrila 100% em ácido trifluoroacético 0,1%. 

O perfil de eluição foi monitorado a 214 e 280 nm. Frações de 1 ml foram 

coletadas, liofilizadas e testadas quanto à sua atividade biológica. 

 

3.4.2. Coração semi-isolado de barata 

Em coração semi-isolado de barata o mecanismo de ação do peptídeo foi 

investigado usando-se tetrodotoxina (32 μg) (TTX; bloqueador de canais de sódio 

dependentes de voltagem), glibenclamida (50 μg) ou 4-aminopiridina (32 μg) 

(bloqueadores de canais de potássio), verapamil (50 μg) ou nifedipina (35 μg) 

(bloqueadores de canais de cálcio dependentes de voltagem). Neste caso, as 

preparações foram tratadas com antagonista, 15 min antes da aplicação da 

peçonha, e as alterações na freqüência cardíaca foram registradas durante mais 

30 min. 

 

3.4.3. Espectrometria de massas  

Foi injetada amostra com 940 ng/uL Peptideo(s) diluído em àgua com TFA 

0,1% utilizando UPLC - MS/MS (nanoAcquity + Synapt HDMS) com nanospray. 
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A Figura 4B ilustra a atividade hemolítica da peçonha de P. l. lanio, 

mostrando que é dependente da concentração testada. Conforme visto com a 

atividade fosfolipásica, o aquecimento prévio também aboliu a atividade hemolítica 

da peçonha. 
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Figura 4: Atividade fosfolipásica (A) e hemolítica (B) da peçonha de P. l. lanio. Os pontos 

são a média ± EPM de seis experimentos. *p<0,05 comparado com a peçonha aquecida. 
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4.3. Perfil cromatográfico e purificação da fosfolipase 

4.3.1. FPLC 

A cromatografia (FPLC) por exclusão molecular da peçonha de P. l. lanio 

resultou em seis picos, com o quinto pico apresentando boa resolução em relação 

aos demais (Figura 5). Observa-se ainda, no detalhe da Figura 5, o perfil 

eletroforético dos picos obtidos na comatografia e a predominância de um 

componente com cerca de 44 kDa no pico 2. 
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igura 5: Perfil de eluição da peçonha de P. l. lanio após gel filtração. A peçonha (10 mg) 

foi dissolvida em 0,05 M Tris-HCl, pH 8,0, e fracionada em coluna de Superdex 75 

conforme descrito nos Métodos. Detalhe: Perfil eletroforético do P2 a P6 (20 µg cada) em 

gel de poliacrilamida de 10%. As bandas de proteína foram detectadas através da 

coloração com azul brilhante de Coomassie. 
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Dos picos obtidos por gel filtração (exclusão molecular) a atividade 

fosfolipásica foi detectada principalmente nos picos 2 e 3 (Figura 6). As atividades 

específicas dos picos foram: P1 – 0,014 U/mg, P2 – 0,240 U/mg, P3 – 0,549 U/mg, 

P4 – 0,079 U/mg, P5 – 0,043 U/mg e P6 – 0,096 U/mg. Portanto, o pico com 

atividade fosfolipásica específica mais alta foi o pico 3, de modo que este pico foi 

escolhido para a segunda etapa de purificação.  
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Figura 6: Atividade fosfolipásica específica das frações cromatográficas da peçonha de P. 

l. lanio. A atividade foi determinada conforme descrito no Capítulo 1. As colunas 

representam a média ± EPM de 4 determinações. 

 

4.3.2. HPLC 

A cromatografia do pico 3 por HPLC em coluna C18 (fase reversa) resultou 

em cinco picos (Figura 7). A análise eletroforética mostrou que o quarto pico 

continha uma única banda de aproximadamente 26 kDa. Este pico mostrou 

atividade fosfolipásica mais acentuada (Figura 8). 
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4.5. Coração semi-isolado de barata 

Em coração semi-isolado de barata a peçonha de P. l. lanio causou 

bradicardia marcante que foi dependente da quantidade de peçonha testada. 

Houve redução significante a partir do primeiro minuto após a aplicação da 

peçonha (Figura 11A). Esta ação da peçonha não foi afetada pelo aquecimento a 

100oC durante 20 min; houve até tendência para aumento da bradicardia (Figura 

11B). 
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Figura 11: Bradicardia causada pela peçonha de P. l. lanio em coração semi-isolado de 

barata (A). A atividade não foi abolida pelo aquecimento (100oC por 20 min) (B). Os 

pontos são a média ± EPM de seis experimentos.  
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Figura 13: Perfil de eluição (RP-HPLC) dos componentes da peçonha de P. l. lanio com 

massa <5 kDa. O pico 4 apresentou atividade em coração isolado de barata. 
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Figura 14: Identificação do pico da peçonha de P. l. lanio com atividade bradicárdica em 

coração semi-isolado de barata (A,B). Note que apenas o pico 4 causou bradicardia. 

Foram testados 2 μg de cada pico. O painel C mostra que a intensidade da bradicardia 

dependia da quantidade de proteína aplicada. Os pontos são a média ± EPM de seis 

experimentos. 
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Para avaliar os mecanismos envolvidos na bradicardia causada pelo pico 

quatro investigamos o efeito de diversos bloqueadores de canais iônicos sobre a 

freqüência cardíaca. Foram testados: tetrodotoxina (bloqueador de canais de Na+ 

dependentes de voltagem), nifedipina e verapamil (bloqueadores de canais de 

Ca2+ dependentes de voltagem), 4-aminopiridina (bloqueador de canais de K+ 

dependentes de voltagem) e glibenclamide (bloqueador de canais de K+ 

dependentes de ATP).  Destes, apenas a glibenclamida bloqueou a ação do pico 4 

(Figura 15). 
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Figura 15: Inibição por glibenclamida (Glib) da bradicardia causada pelo pico 4 da 

peçonha de P. l. lanio em coração semi-isolado de barata. Os pontos são a média ± EPM 

de seis experimentos.  

 

4.6. Identificação da toxina por espectrometria de massas 

A análise do pico 4 por espectrometria de massas revelou o predomínio de 

um peptídeo de 2166,222 Da, porém a fração não esta pura pois foram 

observados mais cinco componentes, em menor quantidade, com massas de 

1105,143; 1083,586; 3247,794; 2219,177 e 1360,016 Da (Figura 16). 
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Figura 16: Espectro de massas do pico 4. Note o pico principal em 2166,222 Da. Injeção 

de 940 ng/uL de peptídeo(s) em água + TFA (0,1%), utilizando-se UPLC - MS/MS 

(nanoAcquity + Synapt HDMS). 
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5. DISCUSSÃO 

5.1. Composição geral da peçonha de P. l. lanio 

Os resultados apresentados acima mostram que a peçonha de P. l. lanio 

possui alto conteúdo protéico (82%), com predominância de componentes 

protéicos semelhante a outras peçonhas de vespas (26). A análise eletroforética 

da peçonha relevou a predominância de componentes com massas moleculares 

de até 119 kDa. Os perfis eletroforéticos de peçonhas de vespídeos revelam a 

predominância de algumas proteínas como hialuronidases (110,177), fosfolipases 

(112,114,166) e alérgenos (110,166). Também têm sido detectados diversos 

peptídeos e polipeptídeos (120,122,124,127,130,178,179,180) e outros 

componentes de baixa massa molecular, como aminas e poliaminas. 

 

5.2. Atividades fosfolipásica e hemolítica 

As fosfolipases são abundantes em peçonhas de vespas, e várias destas 

enzimas já foram isoladas e caracterizadas (112,114,166). Estas enzimas são 

importantes imunógenos e exercem efeitos biológicos, tais como citotoxicidade, 

miotoxicidade neurotoxicidade, interação com fosfolipideos da membrana com 

liberação de segundo menssageiros (ácido araquidônico, prostaglandinas, 

tromboxanos) (100,110,166,181). Conforme mostrado aqui, a peçonha de P. l. 

lanio também contém alta atividade fosfolipásica, que foi maior que na peçonha da 

formiga P. clavata (ver Capítulo 1). A enzima era termolábil uma vez que o 

aquecimento aboliu sua atividade enzimática e biológica (hemolítica). 

A peçonha de P. l. lanio mostrou alta atividade hemolítica, característica 

também compartilhada com peçonhas de outras vespas (114,121). Os 

componentes capazes de provocar hemólise incluem fosfolipases (114) e vários 

peptídeos (120). Em envenenamentos maciços por vespas há hemólise (13), e em 

animais de laboratório, a hemólise mediada pela PLA1 de V. basalis pode levar ao 

óbito por hiperpotassemia devido à lise maciça de hemácias (182). Além da 

hemólise, estas peçonhas também exercem atividade citotóxica e antimicrobiana 

em diversos outros tipos celulares (83,124,127). 
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5.6. Ação em coração semi-isolado de barata 

Em insetos, as peçonhas de vespas bloqueiam a transmissão neuronal e 

neuromuscular, inibem hemócitos (136,139,143,147,186,187) e são citotóxicas em 

vários tipos celulares (83). Ao contrário do átrio isolado de rato, em coração semi-

isolado de barata, a peçonha de P. l. lanio causou bradicardia acentuada que 

variou com a quantidade de peçonha aplicada. A peçonha se mostra muito 

potente, com efeito significante sendo observada na quantidade de 3 µg.  A 

bradicardia não foi afetado pelo aquecimento da peçonha a 100 oC durante 20 

min, indicando que o componente envolvido é termoestável. Tendo em vista que 

enzimas geralmente são termolábeis enquanto peptídeos e outros componentes 

de baixa massa molecular geralmente são mais resistentes ao aquecimento, os 

resultados sugerem que o componente responsável pela bradicardia 

provavelmente seja um peptídeo ou outra molécula pequena. 

Quando a peçonha foi fracionada por ultra-filtração em membrana com 

limite de filtração de 5 kDa, observou-se que boa parte da atividade bradicárdica 

ocorreu na fração <5 kDa, confirmando a sugestão acima quanto à massa 

molecular reduzida da toxina. A cromatografia por RP-HPLC resultou na 

purificação de um pico capaz de provocar bradicardia em coração semi-isolada de 

barata. Dos diversos bloqueadores de canais de Ca2+, K+ e Na+ testados, apenas 

glibenclamida (bloqueador de canais de K+ dependentes de ATP) bloqueou 

efetivamente a bradicardia causada pelo peptídeo. Entretanto, pelo modelo 

experimental usado aqui, não foi possível precisar o local exato de ação da toxina, 

ou seja, se foi através de uma ação direta sobre células do músculo cardíaco, i.e., 

cardiotoxicidade, ou uma ação sobre células nervosas que modulam a 

contratilidade cardíaca em baratas, i.e., neurotoxicidade (188,189). Toxinas que 

agem em canais de potássio foram detectadas em peçonha de escorpiões e 

anêmonas (190,191,192,193,194). Um composto sulfúrico volátil, extraído de 

planta é neurotóxico para inseto agindo através de canais de potássio 

dependentes de ATP (195). 

A alta atividade desta toxina em coração semi-isolada de barata e a ação 

em canal apontam para um potencial como inseticida (196,197). De fato, 
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componentes de baixa massa molecular são eficientes no combate a insetos 

praga e vários peptídeos de peçonhas de vespa (mastoparanos, filantotoxinas, 

etc) já têm sido investigadas como potenciais inseticidas (120,122,127,129,161, 

198). 

A espectrometria de massas indicou a predominância de um peptídeo com 

massa molecular de 2166 Da. Na espectormetria de massas, foram observados 

seis peptídeos, três deles com a mesma relação massa-carga, porém com massas 

de 1083, 2166 e 3240 Da, e predomínio do peptídeo de 2166 Da. A hipótese mais 

plausível para este achado é que o peptídeo de 1080 Da também ocorre na forma 

dimérica (2160 Da) e trimérica (3240), possivelmente devido a uma ligação estável 

como conseqüência de modificações pós-traducionais, pois há relatos de pós-

processamento de um polipeptídeo durante a biossíntese de mastoparanos 

(199,200), ou mesmo clivagem de seqüências repetidas expressas (201). 
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6. CONCLUSÕES 

Baseado nos resultados apresentados acima, concluímos que a peçonha 

de P. l. lanio: 

1. Contém proteínas com massas moleculares até 119 kDa, com  

     predomínio de componentes na faixa de 44 e 46 kDa. 

2. Apresenta forte atividade fosfolipásica e hemolítica, sendo que ambas  

    são termolábeis.  

3. Contrai músculo liso não vascular (íleo isolado de rato), mas tem  

    pouco efeito sobre músculo cardíaco (átrio isolado de rato), exceto na  

    maior concentração onde há um efeito inotrópico negativo. 

4. Causa forte bradicardia em coração semi-isolado de barata. Esta  

    atividade é mediada por peptideos que ativam canais de K+  

    dependentes de ATP. 
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