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RESUMO



Os venenos de insetos da Classe Hymenoptera contém enzimas, peptideos,
aminas e amino4cidos excitatorios. Neste trabalho, investigamos as atividades enzimaticas
e biologicas de um extrato aquoso do saco de veneno (ESV) da vespa social Polistes lanio
lanio. O ESV de P. I lanio possui baixa atividade fosfodiesterasica, elastasica, fosfatasica
(&cida e alcalina) e L-amino-4cido oxidase; moderados niveis de hialuronidase e protease e
um alto nivel de fosfolipase. A eletroforese (SDS-PAGE) revelou a presenca de mais de 10
componentes com pesos moleculares variando de 14.000-100.000. A cromatografia de ESV
em Sephacryl S200 HR resultou em sete picos, o primeiro destes contém atividades
hemolitica e fosfolipasica. O ESV exibiu uma potente atividade hemolitica direta em
eritreitos humanos, sendo dose (12,5-200 ug/ml) e tempo (até 5 h) dependente (n=3).
Eritrcitos humanos e de clio ndo foram aglutinados pelo ESV (2,5 mg/ml;, n=3).
Comparado aoc ADP (3 uM), ESV (50-400 pg/mil) produziu uma agregacdo dose-
dependente fraca em plasma humano rico em plaquetas (n=3). Por outro lado, ESV
(400 ug/ml) ndo agregou plaquetas humanas lavadas, porém desencadeou agregacdo por
doses ndo agregantes de trombina (n=3). Em ileo isolado de rato, o ESV produziu
contragbes dose-dependente (4-16 pg/ml), as quais nio foram afetadas pelo pré-tratamento
do tecido com atropina (antagonista de receptor muscarinico, 0,6 ng/mi) ou ciproheptadina
(antagonista de histamina e serotonina, 0,2 pg/ml), mas foram completamentes abolidas
pelo HOE-140 (1 pg/ml, n=3), antagonista do receptor B, da bradicinina, sugerindo a
presenca de cininas no ESV. Estes resultados indicam que as atividades enzimaticas e

biologicas do ESV de P. 1 lanio sio similares as de outras vespas sociais.
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1. INTRODUCAO



A classe Inseta do filo Artropoda (do grego arthros ou articulagio + podos ou
pé) perfaz mais de um milhdo de espécies. S50 0s mais abundantes e espalhados de todos os
animais terrestres, sendo os mais importantes invertebrados que podem viver em ambientes
secos € os Unicos capazes de voar (STORER, 1991). A ordem Hymenoptera possui
interesse clinico significativo, uma vez que muitos envenenamentos de importincia médica
s8o causados por membros pertencentes as familias Apidae (abelhas), Formicidae
(formigas), e Vespidae (vespas) (SCHMIDT, BLUM, OVERAL, 1980, DESHAZO,
BUTCHER, BANKS, 1990).

1.1. FAMILIA APIDAE

A familia Apidae ¢ dividida em trés subfamilias: Apinae (abelhas), Bombinae
(mamangavas) e Meliponinae. Esta ultima subfamilia é constituida por espécies sem ferrdo
e € o grupo mais diverso com cinco (possivelmente seis) géneros (MICHENER, 1986;
ROUBIK, 1989) A subfamilia Bombinae possui dois géneros, Bombus e Psythyrus, sendo o
ultimo destes constituido inteiramente por abelhas parasitas sociais. Existem,
aproximadamente, 400 espécies do Bombus (HEINRICH, 1979). Embora as diversas
espécies de abelhas tenham comportamento e vidas sociais diferentes, todas sdo adaptadas
para coletar e se alimentar de polen e néctar. O polen fornece proteinas, enquanto o néctar
contém um grande nimero de agiicares (AKRE & REED, 1984). O veneno de abelhas é
uma mistura complexa de enzimas, peptideos, ¢ substincias de baixo peso molecular,
muitas das quais exibindo uma potente atividade fisiologica (HABERMANN, 1972).

A fosfolipase A; (PLA;) e a hialuronidase s3o as principais enzimas
encontradas no veneno de 4. mellifera. A PLA; presente no veneno da Apis mellifera é
classificada como uma fosfatidil acil hidrolase (EC 3.1.1.4). Possui peso molecular de
36.800 ¢ um ponto isoelétrico em tormo de pH 8.6 (MUNJAL & ELLIOT, 1972). A
hialuronidase (fator de difusdo) acelera a propagago do veneno através dos tecidos pela
degradagdo de polimeros do 4acido hialurdnico presentes no cimento intercelular
(HABERMANN, 1972). Esta enzima também € um dos principais componentes antigénicos
presentes no veneno de abelha.

O veneno de abelhas ¢ muito rico em peptideos basicos com peso molecular
entre 2.000 e 6.000 (O'CONNOR & PECK, 1978). A melitina constitui a maior fragio
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peptidica (aproximadamente 50% do peso seco do veneno) exibindo pronunciada
propriedade surfactante ¢ potente atividade hemolitica. Este peptideo tem agdo sinérgica
com a PLA; (HABERMAN, 1972). A apamina ¢ uma potente neurotoxina, com ag¢io no
sistema nervoso central e periférico, comprometendo a transmissio de determinados
impulsos inibitérios. O peptidec degranulador de mastocitos (MCDP) é o principal
responsavel pela liberagdo de mediadores de mastocitos e baséfilos, tais como a histamina,
serotonina, derivados do 4cido araquidonico e fatores que atuam sobre plaguetas e
eosinofilos (HABERMANN, 1972).

Além destas substincias o veneno de abelha também contém componentes de
baixo peso molecular (menor que 1000), tais como: histamina, serotonina, dopamina, e
noradrenalina (O’CONNOR & PECK, 1978).

1.2. FAMILIA FORMICIDAE

As estimativas para o mimero de espécies descritas na familia Formicidae
variam entre 12.000 a 14.000 (WILSON, 1971). Esta familia ¢ composta por 11
subfamilias, sendo que quatro, dentre elas, tém uma distribuigio muito limitada (AKRE &
REED, 1984) (Tabela 1). As espécies que apresentam ferrdo sio membros pertencentes as
subfamilias mais primitivas como Myrmecinae.

Em subfamilias mais avangadas como Dolichoderinae € Formicinae, o ferrio é
vestigial on ausente (AKRE & REED, 1984). A subfamilia Nothomyrmeciinae, que possui
uma umica espécie, Nothomyrmecia macrops, é a mais primitiva das subfamilias (BLUM,
1984).

O veneno de formigas contém muitas enzimas como fosfolipase A
hialuronidase, lipase, esterase, protease, fosfatases (acida ¢ basica) e fosfodiesterase, porém
estas enzimas variam quali ¢ quantitativamente entre espécies e genéros. Assim, o0 veneno
de Paraponera clavata possui grande quantidade de enzimas como hialuronidase, lipase e
fosfolipase, enquanto que o veneno de Pseudomyrmex mexicanus tem baixa atividade

fosfolipasica e tragos de hialuronidase e fosfatase acida e nfo ha presenga de lipases ou
protease (BLUM, 1984).
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TABELA 1. FAMILIA FORMICIDAE: SUBFAMILIAS E DISTRIBUICAO.

Subfamilia Distribuigao

Ponerinae Tropical

Myrmecinae Principalmente Australia
Pseudomyrmecinae Asia tropical, Africa, América
Myrmicinae Distribuigiio global

Dorylinae Principalmente tropical
Ecitoninae Asia, Africa e América
Dolichoderinae Distribuiggo global
Formicinae Distribuicio global

Fonte: AKRE & REED (1984).

Também estdo presentes no veneno substincias de baixo peso molecular como
histamina, cininas e neurotoxinas que atuam como agonistas em musculo liso € no blogueio
neurossimpatico em insetos. Uma das neurotoxinas mais ativas, a poneratoxina, ocorre no
veneno da P. clavata (PIEK, 1991). Uma potente atividade hemolitica também ja foi
observada em muitas especies de formigas como Solemopsis sp., Myrmecia sp. e
Pseudomyrmex sp. (BLUM, 1984, 1992).

O veneno de formigas difere em parte do veneno de abelhas e vespas por
possuir em sua composigdo alcaldides, como as piperidinas, presentes na maioria das

espécies e os tetraponerinos, presentes no veneno de formigas do género Tetraponera

(BLUM, 1992),

Espécies da subfamilia Formicinae (lava-pés) apresentam 60% de acido
formico em seu veneno que também contém aminoacidos livres e pequenos peptideos. O
acido férmico ¢ altamente corrosivo e citotdxico sendo capaz de causar necrose quando
aplicado sobre a pele (DESHAZO et ai., 1990).

Inirodugae
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1.3. FAMILIA VESPIDAE

1.3.1. Taxonomia e distribuicfio geogrifica

As vespas estio distribuidas em trés grandes subfamilias: Stenogastrinae,
Polistinae ¢ Vespinae (RICHARDS, 1978). As subfamilias Vespinae e Polistinae contém a
maioria dos vespideos sociais enquanto que a subfamilia Stenogastrinae possui cerca de 40
a 60 especies dos géneros Stenogaster e Parishnogaster, distribuidas pelo sudoeste Asiatico
(AKRE & REED, 1984; EDERY, ISHAY, GITTER, JOSHUA, 1978).

A subfamilia Polistinae compreende trés tribos: Ropalidiini, Polybiini e
Polistini. A tribo Ropalidiini, com o género Ropalidia, possui aproximadamente 100
espécies distribuidas entre Australia, sudoeste asitico, India e Africa. A tribo Polybiini
possui 450 espécies em 26 géneros espalhados pela América do Sul e Central com algumas
poucas espécies encontradas na Asia e sudoeste africano. A tribo Polistini é representada

por apenas dois géneros, Polistes e Sulcopolistes, com distribuigiio global.

A subfamilia Vespinae inclui quatro géneros: Provespa (com apenmas trés
espécies), Vespa (aproximadamente 20 espécies), Dolichovespula (aproximadamente 18
espécies) e Vespula (com 20 a 24 espécies). Esta subfamilia estd distribuida por toda
América do Norte, o sudoeste asiatico, Europa, india e parte da Aftica,

1.3.2. Aparato venenifero

O aparelho de ferroar das vespas ¢ considerado um ovopositor modificado,
portanto somente operérias e rainhas sio capazes de ferroar. O aparato (Figura 1) € formado
por dois filamentos que constituem a glandula 4cida (formada por células secretoras). Estes
desembocam em um reservatdrio (saco de veneno) constituido por uma grossa parede de
fibras e musculatura ¢ onde o veneno ¢ estocado até o momento da picada. Uma glandula
acesséria (glandula de Dufour) ligada ao canal condutor do veneno e um ferrdo completam
o aparelho (KANWAR & SETHI, 1971, KANWAR & KANWAR, 1975, Bar-Nea,
ROSENBERG, ISHAY, 1976).

Inmtrodugie
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Ga

Sv

Gac

Dv

Figura 1. Representa¢io esquematica do aparato venenifero de vespideos.
F- ferrio, Dv- ducto de veneno, Ga- glindula acida, Gac- glandula acessério,
Sv- saco de veneno. (Segundo Kanwar & Shethi, 1971)
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1.3.3. Composi¢io bioquimica do veneno de vespas
Substincias de baixo peso molecular

Aminas biogénicas sdo componentes comuns em venenos de vespas. A
histamina é muito comum, sendo encontrada em vespas sociais dos géneros Polistes,
Vespa, Paravespula, Vespula ¢ em vespas solitarias dos géneros Eumenes, Abispa e
Rhynchium (NAKAJIMA, 1984). Outras aminas como dopamina, adrenalina e
noradrenalina foram identificadas no veneno de Dolichovespula aremaria, D. maculata
(OWEN, 1971), Vespa orientalis (EDERY, ISHAY, GITTER, 1972), Paravespula
germanica, Polistes vulgaris e Vespa crabo (OWEN & BRIDGES, 1982: ISHAY,
ABRAHAM, GRUNFILD, GITTER, 1974). Serotonina também ocorre em grande
quantidade em vespas dos géneros Vespa, Vespula, Dolichovespula, Paravespula, Polistes,
Polybia e Synoica (EDERY et al., 1972, NAKAJIMA, 1984). A acetilcolina tem sido
encontrada apenas nos venenos de Vespa crabo e Vespa orientalis, estando ausente em

vespas dos géneros Polistes, Vespula e Dolichovespula (EDERY et al,, 1978).

PEPTIDEOQOS

Cininas

Foram JAQUES & SCHACHTER (1954) os primeiros a investigar a
distribuigdo das cininas (bradicinina e seus homologos) em venenos de vespas, e
observaram a presenga de um composto no veneno de Paravespula vilgaris capaz de
contrair musculo liso, completamente diferente de outros espasmogénicos. Mais tarde,
SCHACHTER & THAIN (1954) determinaram a natureza peptidica deste material que era
inativado pela tripsina e quimotripsina bem como apds aguecimento em meio dcido ou
basico. Devido & elevada homologia na sequéncia de aminoacidos e atividade
farmacoldgica semelbante & bradicinina, estes peptideos sio conhecidos como vespacininas
(do género Vespa) ou polisticininas (do género Polistes) (SCHMIDT, 1982; NAKAJIMA,
1986). A Tabela 2 mostra a sequéncia de aminoacidos e a variagdo entre as cininas nos

venenos de vespas.
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PRADO, TAMURA, FURANO, PISANO, UDENFRIEND (1966) foram os
primeiros 4 caracterizar quimicamente as cininas em venenos de vespas. A partir de um
pool de venenos (Polistes exclamans, P. anmudaris ¢ P. fuscatus), as cininas foram
purificadas e sua atividade avaliada em preparacio isolada de utero de rata. Estes autores
observaram que o peptideo obtido (denominado ‘cinina 3”) possuia a mesma sequéncia de
aminoacidos na regido do C-terminal que a bradicinina, mas em uma poténcia muito maior.
Em nivel molar (sendo a bradicinina igual a 1), a poténcia da cinina seria 2, em ttero de
rata, 5, na capacidade de aumentar a permeabilidade vascular em cobaia e 10, na produgéo
de dor no homem (HABERMANN, 1972; EDERY ef al,, 1978).

Do ponto de vista farmacolégico, as cininas s3o caracterizadas por suas agOes
hipotensiva, algogénica e capacidade de causar contragio em musculo liso de diferentes
tecidos (SCHMIDT, 1982). Estes peptideos sdo também um grupo interessante de
inseticidas naturais, além disso vespas sociais usam seu veneno como repelente para

intrusos (vespas ou outros insetos) (PIEK, 1991).

MASTOPARANOS

Os mastoparanos constituem um grupe de tetradecapeptideos ricos em
aminoécidos hidrofobicos, tais como alanina, lisina e leucina (Tabela 3). Estes peptideos
apresentam atividade liberadora de histamina a partir da degranulacic de mastocitos
(NAKAJIMA, YASUHARA, UZU, WAKAMATSU, FUKUDA, TSUKAMOTOQ, 1985).
Hirai, YASUHARA, YOSHIDA, NAKAJIMA, FIJINOQ, KITADA (1979) foram os
primeiros & isolar e caracterizar um mastoparano usando o veneno de Paravespula lewisii,
que em doses de 0,5 ng/ml ja causava a degranulagio de mastocitos e em doses de

10-100 pg causava lise de eritrocitos.

Além da liberagdo de histamina de mastocitos, os mastoparanos atuam sobre as
mais diversas células causando secregdo de mediadores através da ativagdo dos receptores
de proteina-G (PERIANIN & SNYDERMAN, 1989). Nas células pituitarias, induzem a
exocitose de horménios como a prolactina (Mau, WITT, VILHARDT, 1994) ¢ nas
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células 3 do pancreas, estimulam a exocitose de insulina e elevam o nivel de Ca?* citosolico
(KOMATSU, MCDERMOTT, GILLISON, SHARP 1993; JONES,MANN, PERSAUD,
WHEELER-JONES, 1993). Em plaquetas, os mastoparanos causam a liberagdo de
serotonina ¢ aumento de AMP ciclico. Esta exocitose nio envolve elevagio intracelular de
Ca®" ou mobilizagio de acido araquiddnico (OZAKI, MATSUMOTO, YATOM]I,
HIGASHIHARA, KARIYA, KUME, 1990; WHEELER-JONES, SAERMARK,
KAKKAR, AUTHI, 1992). Apenas o mastoparano B (MP-B) isolado no veneno de Vespa
basalis (HO & HWANG, 1991) tem atividade in vivo (HO, HWANG, LIN, CHEN, YU,
WANG, 1994,1996) provocando edema local, depressio cardiovascular ¢ uma potente
atividade hemolitica que atua sinergicamente com a proteina letal (hornetina) presente neste
veneno (HO & KO, 1986; HO & HWANG, 1991).

NEUROTOXINAS

As neurotoxinas dos venenos de vespas sdo peptideos que atuam nos ganglios
do sistema nervoso de artropodos, causando paralisia (mecanismo usado por vespas
solitarias para cagar a presa) devido a deplegio imreversivel de neurotransmissores pré-
sinapticos (PIEK,1991). Algumas neurotoxinas ja foram isoladas, como é o caso da
mandaratoxina, uma proteina basica, no veneno de Vespa mandarina, que atua reduzindo a
corrente de sodio no axénio, levando 4 diminuigio do potencial de acdo (KAWAI ABE,
NIWA, 1981). E encontrada no veneno de Philanthus triangulum outra toxina, a
filantotoxina (PhTX), que causa bloqueio dos receptores glutimicos levando a paralisia
muscular (ELDEFRAWI, ANIS, ELDEFRAWI, 1993).




TABELA 2. CININAS DE VENENOS DE VESPAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Bradicinina Arg- Pro- Pro- Gly- Phe- Ser- Pro- Phe- Arg

Vespa mandarinia ' Lys-Met - Arg- Pro- Pro- Gly- Phe- Ser- Pro- Phe- Arg

Vespa xanthoptera Gly- Arg- Pro- Hyp-Gly- Phe- Ser- Pro- Phe- Arg- Iie- Asp
Polistes rothneyi Arg- Pro- Pro- Gly- Phe- Thr- Pro- Phe- Arg

Polistes fuscatus Glu- Thr- Asu- Lys- Lys- Lys-Leu- Arg- Pro- Pro- Gly- Phe- Ser- Pro- Phe- Arg

Polistes exclamans Glu- Thr- Asn- Lys- Lys- Lys-Leu- Arg- Pro- Pro- Gly- Phe- Ser- Pro- Phe- Arg

Polistes annuiaris Glu- Thr- Asn- Lys- Lys- Lys-Leu- Arg- Pro- Pro- Gly- Phe- Ser- Pro- Phe- Arg

Paravespula maculifrons Thr- Ala- Thr- Thr- Arg- Arg- Arg- Gly-Arg- Pro- Pro- Gly- Phe- Ser- Pro- Phe- Arg

Fonte: PIEK (1991). Os aminoacidos em negrito diferem da bradicinina

TABELA 3. ESTRUTURA DE MASTOPARANOS

Polistes jadwigae Val- Asp- Trp- Lys- Lys-lle- Gly- Gln- His- Ile- Leu- Ser- Val- Leu
Vespa analis Ile- Lys- Trp- Lys- Ala-Ile- Leu- Asp-~ Ala- Val- Lys- Lys- Val- lle

Vespa mandarinia lle- Asn- Leu- Lys- Ala- lle- Ala- Ala- Leu- Ala- Lys- Lys- Leu- Leu
Vespa xanthoptera Ile- Asn- Trp- Lys- Gly- Ile- Ala- Ala- Met- Ala- Lys- Lys- Leu- Leu

Vespula lewisii lle- Asp- Leu- Lys- Ala- Leu- Ala- Ala- Leu- Ala- Lys- Lys- lle- Leu

Fonte: NAKAJIMA {1986).
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ENZIMAS
Fosfolipases

A maioria dos componentes de alto peso molecular presente no veneno de
vespas sdo proteinas, com atividade enzimitica. O veneno de vespas sociais € rico em
fosfolipases (enzimas que hidrolisam fosfolipideos em sitios especificos). A fosfolipase A,
(fosfatidil acil hidrolase, EC 3.1.1.4, PLA;) desacila na posigdo-2 o glicerol na molécula de
fosfolipideos, a fosfolipase B (lisofosfolipase lisoleucina acil hidrolase, EC 3.1.1.5, PLB)
remove um acido graxo de lisofosfolipideos produzidos pela agio da PLAe a fosfolipase C
(fosfatidilcolina colinofosfohidrolase, EC 3.1.4.3, PLC) retira a base fosforilada de
fosfolipideos, deixando um diglicerideo (HABERMANN, 1972; ROSENBERG, ISHAY,
GITTER, 1977). Na maioria das espécies de vespas, a PLA; ¢ a fosfolipase predominante,
embora alguns venenos, como o da Vespa orientalis, contenham quantidades iguais de PLA
e PLB (ROSENBERG e al., 1977).

KING, KCHOUMIAN, JOSLYN (1984) demonstraram que os venenos de
Polistes annulares, Polistes exclamans, Vespa xanthoptera ¢ Vespula germanica contém
uma mistura de PLA; (desacila na posigdo-1 o glicerol) e PLB, enquanto que o veneno de
Vespa orientalis & uma mistura de PLAz com PLB. No veneno da vespa Agelaia pallipes
pallipes estio presentes fosfolipases A;, B e C; neste caso a PLA; representa 3,7% do
conteudo protéico do veneno (COSTA, 1997).

A PLA; ¢ bastante estavel em meio acido, mas & destruida com aquecimento em
meio alcalino (CONDREA & DE VRIES, 1965). O veneno de Vespa orientalis perde
aproximadamente 80% de sua atividade de PLA; quando aquecido por 3 minutos em pH
3.5, j4 a atividade da PLB ¢ abolida apos 15 min de aquecimento em pH 9,4 (FLETCHER ,
1979).

A atividade fosfolipasica varia muito de género para género. Vespas sociais
geralmente possuem alta atividade, porém existem exce¢des como Dolichovespula
maculata ¢ Apoica pallens onde a atividade fosfolipasica é muito baixa (SCHMIDT,
BLUM, OVERAL, 1986; OLIVEIRA & PALMA, 1998).
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A PLA; ¢ capaz de produzir uma série de efeitos farmacologicos tais como:
contragdo de musculo liso, queda da pressio arterial, hemolise in vivo ¢ in vitro, liberagiio
de histamina e heparina de mastocitos. Esta enzima também ¢ antigénica, sendo um dos
principais alérgenos presentes no veneno tanto de vespas como de abelhas (PIEK, 1984;
EDERY et al, 1978).

HIALURONIDASE

JAQUES (1956) foi o primeiro a demonstrar a presenga de hialuronidase no
veneno da vespa Paravespula vulgaris. Tanto o veneno como o extrato de sacos de veneno
de Vespa orientalis sfo capazes de hidrolizar 4cido hialurénico (EDERY et af., 1972). O
pH otimo desta enzima estd em torno de 4,5-5,0. Sozinha, a hialuronidase ndo possui
grande toxidez e ndo provoca agdo localizada ou sistémica, mas & considerada o “fator de

difusdo’, facilitando a difusdo de outros constituintes toxicos (HABERMANN, 1972).

OUTRAS ENZIMAS

Também estdo presentes no veneno de vespas fosfatases acida e alcalina,
fosfodiesterases, proteases e nucleases, porém sem agio toxica. (SLOR, RING, ISHAY,
1976; EDERY et al,, 1978, SCHMIDT et al., 1986).

1.3.4. Farmacologia dos venenos de vespas

A administragio de venenos de vespas produz muitos efeitos farmacologicos
em preparagbes in vivo e in vitro (EDERY ef al, 1972; GELLER ef al, 1976; HO,
HWANG, CHEN, 1993, HO ef al, 1994; HORI et al, 1977; JOSHUA et al, 1971;
NEUMAN ef al,, 1991). A tabela 4 resume as principais agdes farmacologicas observadas

nos venenos de diferentes géneros e espécies de vespas.
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Sistema cardiovascular

O veneno de vespa causa queda imediata da presséo, quando injetado pela via
intravenosa, em todas as espécies de animais testadas. Esta agdo € devida a presenga de
histamina, acetilcolina e, principalmente, cininas. A gravidade e duragio deste efeito varia
entre as diferentes espécies de animais (EDERY et al, 1978; RUBIN, DUVDEVANI,
ISHAY, 1993; GELLER et al.,1976).

A administragio de grande quantidade de veneno de Vespa orientalis em cies
leva a uma queda drastica da pressdo arterial, a respiragdo ¢ acelerada, ocorre bradicardia,
aumento do débito cardiaco e queda da temperatura corporal do animal, os efeitos cardiacos
observados resultam de uma estimulagdo vagal e B-adrenérgica causado por um peptideo
presente neste veneno (KAPLINSKY, ISAHY, GITTER, 1974; RUBIN et al,, 1993). HO et
al. (1994), estudando as atividades do mastoparano B, observaram que este peptideo causa
queda da pressio arterial em ratos além de liberar serotonina de plaquetas e outros
autacoides de mastocitos. Esta atividade do mastoparano sobre o sistema cardiovascular
poderia explicar as atividades inotropicas negativas observadas por KAPLINSKY et al.
(1974).

Traraducio
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TABELA 4. EFEITOS FARMACOLOGICOS DE VENENOS DE VESPAS

Veneno Efeito Espécie
A. Sistema cardiovascular
Vespa vulgaris, V. orientalis,
Vespula maculata e V Hipotensio Ratos, coelhos, gatos, cdes
maculifrons
Polistes sp, Vespa crabo e Hemolise Homem, gato, coelho, rato,
V.orientalis camundongo, porco
Vespa orientalis Anticoagulagio Homem, c¢io
Vespa orientalis Hiperglicemia Gato
Vespa orientalis Aumento da permeabilidade  Rato, coelho, camundongo

da microcirculagdo
B. Sistema respiratério
Vespa orientalis Broncoconstrigio Cobaia
Vespa orientalis Taquipnéia Cip, gato
C. Muiisculo estriado
Paravespula germanica Paralisia Gato, camundongo, rato
D. Preparagdes isoladas ’
Paravespula germanica Utero (contragéo) Rata
Polistes gallicus Intestino (contragio) Coelho, cobaia
Paravespula germanica, Vespa  Contragio de miisculo liso Cobaia
crabo, Vespula vulgaris, (ileo)
Vespa crabo Intestino (contragiio) Camundongo
Vespa crabo, Vespa orientalis Contragio de misculo Sapo
abdominal

Polistes sp Coragio (inotropismo Sapo

Paravespula germanica, Vespa
orientalis, Vespula maculifrons,
V. vulgaris e V. squamosa,

E. Sistema nervoso central
Vespa orientalis

negativo e positivo).

Liberagio de histamina

Interferéncia na atividade
¢létrica cerebral

Rato (mastocitos), humano
{células brancas)

Gato
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HEMOLISE

A acdo hemolitica ¢ causada por mecanismos de agio direta e indireta
(JOSHUA & ISHAY, 1977). A atividade litica direta é atribuida a proteinas basicas, como
a melitina no veneno de abelhas (HABERMANN, 1972). A atividade litica indireta est4
associada a PLA;, que hidrolisa fosfolipideos séricos liberando lisofosfolipideos, os quais,
por sua vez, lisam eritrocitos intactos (SCHMIDT, 1982). Como consequéncia destas duas

agdes, o efeito hemolitico causado pelo veneno de vespas ¢ acentuado.

Trabalhos realizados com diferentes espécies de animais demonstraram uma
variagdo na sensibilidade de eritrocitos 4 hemélise por venenos de vespas. Assim eritrocitos
humanos, de cobaia, gato, coelho, rato e camundongo sdo suscetiveis a0 veneno enquanto
que os eritrocitos de carneiro, cavalo, boi e camelo mostraram-se resistentes 4 hemélise
(JOSHUA eral, 1971, JOSHUA & ISHAY, 1973).

Viarios fatores podem alterar a atividade hemolitica: temperaturas baixas
(< 20°C) inibem a hemdlise, assim como meios de incubagio com pH acido (o pH 6timo
varia entre 7,0-7,4). A dialise prolongada do veneno total no inibe a atividade Iitica direta,
porém aquecendo-se o veneno durante 2-10 minutos em pH 4cido, leva & aboli¢ao da agdo
litica direta enquanto que uma parte da atividade litica indireta ainda & preservada
(JOSHUA & ISHAY, 1973; 1977; EDERY et dl, 1978).

Atividade anticeagulante

O veneno de abelhas (dpis mellifera) e de vespas possuem atividade
anticoagulante. Trabalhos realizados por JOSHUA & ISHAY (1973 1975), EDERY et al.
(1978) ¢ KORNBERG ef al. (1988) demonstraram que extratos do veneno de Vespa
orientalis causavam prolongamento no tempo de recalcificagdo, porém este aumento ndo
era devido a atividade fibrinogenolitica mas provavelmente resultou da inativagio da

tromboplastina tecidual bem como da inibiggo da tromboplastina endégena.

Introdugae
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A atividade anticoagulante observada nos venenos de vespa pode ser mediada
pelos grupos basicos presentes nas proteinas, responsaveis pela atividade anticoagulante.
Estes grupos se ligariam aos grupos acidos presentes na tromboplastina, inibindo sua
atividade (HABERMANN, 1972; JOSHUA & ISHAY, 1975).

1.3.5. Antigenicidade e aspectos imunolégicos

O veneno de vespideos contém trés componentes alergénicos: hialuronidase,
fosfolipase e antigeno 5. Estas trés proteinas possuem uma forte atividade na liberagio de
histamina em ensaios usando-se leucocitos humanos sensibilizados (CASCONE et al,
1995). O antigeno 5 ndo é encontrado em venenos de abelhas e sua fungiio bioguimica
ainda ¢ desconhecida. A fosfolipase é o componente alergénico presente em maior
quantidade (KING ef al., 1984).

Varios trabalhos tém investigado as reagBes cruzadas entre anti-soros contra
venenos de vespas. KING ez al. (1978) observaram a existéncia de uma reagio cruzada
entre venenos de Vespula maculata e Vespula maculifrons. A reacdo cruzada de maior
intensidade ocorreu com a hialuronidase enquanto que a fosfolipase mostrou uma reacio
bem menos potente. HOFFMANN (1985 a, b) avaliou a reatividade cruzada entre V.
maculifrons, V. squamosa, Dolichovespula maculata e Polistes exclamans, observando que
tanto a hialuronidase quanto a fosfolipase e antigeno 5 exibiram reatividade cruzada com
imunoglubulina IgE humana. O veneno de Polistes apresentou hialuronidase e antigeno 5
diferentes daqueles encontrados em antigenos de Vespula e Dolichovespula. REISMAN et
al. (1982), estudando o anti-soro contra varias espécies de Polistes e comparando-os com
outras especies e géneros, encontrou resultados semelhantes, observando que o veneno de
Polistes obtido por estimulaggo elétrica mostrou ser mais potente que o exirato de sacos de
veneno. Este extrato também contém algumas proteinas do corpo do animal que ndo
estavam presentes no veneno obtido por estimulagdo elétrica. O veneno de Polistes ndo
apresentou reagdo cruzada com anti-soros de outros géneros, porém reagiu muito pouco ou
nada com venenos de vespas dos géneros Vespula ¢ Dolichovespula. Estes dados sugerem

um limite de rea¢do cruzada entre anti-soros de Polistes com outros géneros de vespideos.
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1.3.6 Biologia de vespas do género Polistes

O género Polistes tem tido sua biologia melhor estudada em comparagio com
outras vespas sociais (AKRE, 1982). No entanto, apenas algumas especies tropicais ja
foram investigadas em maiores detalhes, entre elas Polistes versicolor (RODRIGUES,
1968, 1982; GOBBI & ZUCHI, 1980, 1985), Polistes erythrocephalus (YOUNG, 1986) ¢
Polistes canadensis (JEANNE, 1982).

De acordo com RICHARDS (1978), Polistes (aphanilopterus) lanio
(FABRICIUS, 1775) foi primeiramente designada Vespa lanio, FABRICIUS (1775) e
posteriormente, Polistes lanio, FABRICIUS (1804), Aphanilopterus  vagabundus,
MEUNIER (1888) e Polistes canadensis var. lanio, BEQUAERT (1940).

Em se tratando de um género cosmopolita, o ciclo biolégico de Polistes pode
apresentar muitas variagdes em diferentes latitudes (GIANNOTTI, 1992). Estudos
realizados em coldnias de P. versicolor versicolor durante trés anos (GOBBI & ZUCCHI,
1980) verificaram uma variagio temporal em relagao ao ciclo colonial da espécie. Este
estudo sugere que na falta de um inverno rigoroso, as especies tropicais e subtropicais de

Polistes tem seus ciclos de vida desregulados.

O ninho tipico de vespas do género Polistes ¢ constituido de um unico favo
descoberto, preso ao substrato por um pedunculo (GIANNOTTL 1992). Rodrigues (1968)
denominou “associagdo de ninhos” o fendémeno da construcio de dois até dezenas de favos,

por uma mesma colnia de P. I lanio.

O genéro Polistes ¢ de especial interesse no estudo da evolugdo do
comportamento social das vespas por diversos motivos: o fato de apresentar ninhos com
favos visiveis, e coldnias relativamente pequenas possibilita a observagio de todos os
individuos simultaneamente;, por nio possuir castas morfologicamente distintas da a
possibilidade de qualquer fémea tornar-se uma rainha e por ter ampla distribuigio
geografica permite a comparagio das diferentes estratégias adaptativas aos diversos
ambientes que ocupa. Tais fatores levaram Polistes a ser chamado de © género chave’ para o
entendimento da evolugio do comportamento social das vespas (EVANS & WEST-
EBERHARD, 1970; GIANNOTTIL, 1992),
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1.3.7. Objetivos

Considerando os fatos acima citados, nds nos propusemos a caracterizar a
composi¢do e atividades enzimaticas e biologicas de um extrato aquoso de sacos de veneno
da vespa social P. [ lanio ( figura 2), uma espécie de vespa comum no sudeste do Brasil.

cujo veneno ainda ndo foi estudado.

FIGURA 2. NINHO DE POLISTES LANIO LANIO
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Hymenopteran venoms contain enzymes, peptides, amines and excitatory
amino acids. We have examined the enzymatic and biological activities of an aqueous
venom sac extract (VSE) from the Brazilian social wasp Polistes lanio lanio. The VSE had
low phosphodiesterase, elastase, acid and alkaline phosphatase and L-amino acid oxidase
activities, moderate levels of hyaluronidase and protease and high phospholipase activity.
SDS-PAGE revealed the presence of several components with molecular weights of
14,000-100,000. Gel filtration of VSE resulted in seven peaks, the first of which contained
the hemolytic and phospholipase activities. The VSE exhibited potent direct hemolytic
activity on human erythrocytes which was dose- (12.5-200 ug/ml) and time- (up to 5 h)
dependent. VSE (50-400 pg/ml) produced weak, dose-dependent aggregation of human
platelet-rich plasma and did not aggregate washed human platelets (400 pg/ml), but
potentiated the responses to non-aggregatory doses of thrombin. Dog and human
erythrocytes were not agglutinated by VSE (2.5 mg/ml). In the rat isolated ileum,
VSE (4-16 pg/ml) produced contractions which were not prevented by atropine (muscarinic
receptor antagonist, 0.6 pg/ml), cyproheptadine (histamine and serotonin receptor
antagonist, 0.2 ug/ml), but were abolished by the bradykinin B, receptor antagonist HOE-
140 (1 pg/mi), suggesting the presence of kinins. These results indicate that the

composition of P. I lanio VSE is similar to that of other wasp species.

Key words: chromatography, electrophoresis, enzymes, hemagglutination, hemolysis,

kinins, platelet aggregation, venom, wasp.




INTRODUCTION

Vespid (hornets, polistine wasps and yellow jackets) venoms are similar in
composition, and consist of a mixture of enzymes (mainly hyaluronidase, phosphatases and
phospholipases) {9, 32], peptides such as kinins and mastoparans [17, 28, 30, 35, 37], and
low molecular weight substances, including acetylcholine, catecholamines, excitatory

amino acids, histamine and serotonin [1, 8, 15, 24].

Most studies of wasp venoms have involved Asian, European and North
American species [24, 29, 30]. Relatively litile is known of the biochemical and
pharmacological actions of South American, particularly Brazilian, species [3, 6, 27, 32,
Costa H (1997) unpublished Masters thesis, Institute of Biosciences, UNESP, Rio Claro,
SP, Brazil]. We report here some enzymatic and biological properties of a venom sac

extract (VSE) from Polistes lanio lanio, a social wasp common in southeastern Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Acrylamide, acetylcholine, acetonitrile, adenosine 3°,5-diphosphate (ADP), L-
amino acid oxidase (type II from Bothrops atrox venom), ammonium persulfate, atropine,
bradykinin, bromophenol blue, casein (bovine), cetyltrimethylammonium bromide,
Coomassie brilliant blue R250, cyproheptadine, O-dianisidine, elastin-Congo red, glycerol,
glyéine, hyaluronic acid (human umbilical cord), L-leucine, N,N’-methylene-bis-
acrylamide, molecular weight markers for SDS-PAGE, 4-nitro-3(octanoyloxy)benzoic acid,
p-nitrophenyl phosphate, peroxidase, serotonin, sodium dodecylsulphate (SDS),
N,N,N°,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED), thymidine 5’-monophosphate p-
nitrophenyl ester, thrombin, Trizma base and trypsin were purchased from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). 3-Hydroxy-4-nitrobenzoic acid was from Aldrich Chemical Co.
(Milwaukee, WI, USA). Sephacryl $200 HR was obtained from Pharmacia (Uppsala,
Sweden). Hoe-140 was provided by Hoerst AG (Germany, Frankfurt) and sodium
pentobarbitone (Sagatal®) was from Rhéne Mérieux (Dublin, Ireland). All other reagents
were of analytical grade and were purchased locally. Dessicated Bothrops jararaca snake

venom was from a stock maintained in this laboratory.
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Animals

Male Wistar rats (250-300 g) were supplied by the university’s Central Animal

Breeding Service.

Preparation of venom sac extract (VSE)

Colomnies of P. /. lanio were collected locally and the wasps killed with CO gas
and stored at -20°C. When a sufficient number had been collected, the wasps were thawed
on ice and the venom sacs obtained by gently pulling on the sting with forceps so as to
withdraw the venom apparatus. The venom sacs were subsequently separated from the
stings. A VSE was prepared by gently stirring dissected venom glands in distilled water
(approx. 200 sacs/20-30 ml) for 2 h at 4°C and then centrifuging the suspension to obtain a
supernatant which was lyophilized and stored at -20°C. All amounts of VSE described
below refer to the weight of lyophilized material.

Enzymatic activities

L-Amino acid oxidase

VSE (in 10 pl) was incubated for 15 min at 37°C in a solution consisting of 1.0
ml of peroxidase—O-dianisidine (2 mg of peroxidase and 10 mg of QO-dianisidine per 100
ml of 0.1 M Tris-HCI, pH 7.8), 0.1 ml of substrate (7 mM L-leucine in 0.1 M Tris-HCL, pH
7.8) and Tris-HCl buffer in a final reaction volume of 1.5 mi. The reaction was stopped and
the color developed by adding 0.74 mi of 50% HCI. The resulting absorbance was read
against a blank at 530 nm [25]. The enzymatic activity was determined by reference to a
standard curve of L-amino acid oxidase prepared using Bothrops atrox venom. One unit of
activity corresponded to the degradation of 1 pumol of L-leucine/min under the above

conditions.
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Elastase

VSE was incubated for 24 h at 37°C in 4 ml of 0.02 M sodium borate buffer,
pH 8.8, containing 1 mg of elastin-Congo red/ml. At the end of this period, the samples
were centrifuged and the absorbance was determined at 495 nm {34]. Enzymatic activity
was expressed as the increase in absorbance at 495 nm/mg VSE/24 h.

Hyaluronidase

A turbidimetric method [5] was used to assay hyaluronidase. The reaction
mixture consisted of VSE (in 0.1 ml of 0.9% saline), 0.2 ml of a solution of hyaluronic acid
(1 mg/ml of 0.2 M acetate buffer, pH 5.0, containing 0.15 M NaCl) and 0.2 mi of sodium
acetate buffer. The mixture was incubated at 37°C for 15 min and the reaction stopped by
adding 2 ml of cetyltrimethylammonium bromide solution (2.5% in 2% NaOH) followed
by rapid mixing. The resulting turbidity was determined at 400 nm after incubation for 30
min at room temperature. One unit of enzymatic activity was defined as a 50% reduction in

the turbidity caused by 200 pg of substrate.

Phosphatase

Acid phosphatase activity was measured by incubating VSE (in 0.1 ml) with
0.25 ml of substrate (4 mg p-nitrophenyl phosphate/ml, dissolved in citrate buffer) and 0.25
ml of 0.05 M sodium citrate, pH 4.8 at 37°C for 30 min. The reaction was stopped by
adding 2.5 ml of 0.1 N NaOH and the absorbance read at 410 nm. For alkaline phosphatase
activity, VSE (in 0.1 ml) was incubated with 0.125 ml of substrate (4 mg p-nitrophenyl
phosphate/ml, dissolved in citrate buffer) and 0.125 ml of 1.0 M glycine-NaOH buffer, pH
10.4, containing 1 M MgCl; at 37°C for 2 h. The reaction was stopped by adding 2.5 ml
0f 0.02 N NaOH and the absorbance read at 410 nm {33]. In both cases, one unit of activity

corresponded to an absorbance increase of 1.0 at 410 nm.
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Phosphodiesterase

Phosphodiesterase activity was determined by incubating VSE (in 0.1 ml) with
a solution consisting of 0.1 M Tris-HCl, pH 89 (0.5 ml), 1 mM thymidine 5°-
monophosphate p-nitrophenyl ester (0.6 ml) and distilied water (0.4 ml) at 37°C for 1 h.
The reaction was stopped by adding 1.5 ml of 0.05 N NaOH and the absorbance of the
released p-nitrophenol read against a blank at 410 nm [33]. One unit of activity

corresponded to an absorbance increase of 1.0 at 410 nm,

Phospholipase

VSE or appropriate chromatographic fraction (0.1 mil) was mixed with 1 ml of
10 mM Tns-HCI, pH 8.0, containing 10 mM CaCl; and 100 mM NaCl and placed on ice.
One-hundred microliters of substrate (4-nitro-3(octanoyloxy)benzoic acid, 3.0 mM in
acetonitrile) were then added followed by vortex mixing and incubation at 37°C for 20 min.
The reaction was stopped by placing the tubes on ice and quickly adding 100 Ol of Triton
X-100 (2.5% in distilled water) followed by vortex mixing for 5 s. The tubes were
mcubated at room temperature for 5-10 min prior to determining the absorbance at 425 nm
[18] To calculate the amount of product formed, the absorbances were compared with a
standard curve of 3-hydroxy-4-mitrobenzoic acid. One unit of activity was defined as the

release of 1 pmol of product/min.

Protease

VSE (in 0.1 ml) was incubated with 1.9 ml of 0.1 M Tris-HCl, pH 7.8,
containing 1% bovine casein at 37°C for 20 min. The reaction was stopped by adding 5%
(w/v) trichloroacetic acid followed by vigorous mixing and the tubes then incubated on ice
for 30 min. Following centrifugation (2500 g, 15 min), the absorbance of the resulting
supernatants was read at 280 nm [23]. One unit of enzyme activity corresponded to an

increase of 0.001 absorbance units/min at 280 nm.
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All absorbances were read on a Uvikon 810 spectrophotometer (Kontron, Italy)
and the activities were expressed per mg of VSE. Bothrops jararaca snake venom was used

as a positive control in all enzymatic assays

Chromatography

VSE (10-15 mg) was fractionated on a column (1.2 cm x 45 cm) of Sephacryl
S200 HR equilibrated and eluted with 0.02 M Tris-HCI, pH 8.0. Fractions of 1.0 ml were
collected (Ultrarac model 2070, LKB Bromma, Uppsala, Sweden) at a flow rate of 12 ml/h,
and the elution profile was determined by measuring the absorbance of the fractions at 280
nm (Uvikon 810 spectrophotometer). Individual fractions were tested for their hemolytic

and phospholipase activities.

Electrophoresis

Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was
done using 15% gels [12]. VSE was diluted in 0.063 M Tris-HC), pH 6.8, containing 2%
SDS, 10% glycerol and 0.001% bromophenol blue, then boiled for 4 min before
electrophoresis at a fixed voltage (100 V) in a Mighty Small SE-260 mini-gel apparatus
(Hoefer, CA, USA). The gels were fixed and stained with 0.1% Coomassie brilliant blue
R250 in ethanol:acetic acid:water (25:5.70, v/v), destained in methanol:acetic acid:water
(10:7:83, v/v) and dried as described elsewhere [21]. Protein molecular weight markers

were included in all runs.

Biological activities
Coagulant activity
Blood from healthy human donors was collected into 3.8% (w/v) sodium citrate
(1.9, viv) and then centrifuged at 2,500 g for 15 min at room temperature to provide
plasma. VSE was diluted in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4). The assay was
performed by adding 50 ul of VSE solution or B. jararaca snake venom (positive control)

to 100 ul of plasma preincubated at 37°C for 3 min and recording the time required for clot
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formation [10]. If no clot formed within 5 min, 150 pl of 0.025 M CaCl; was added to the

above mixture and the clotting time then determined.

Hemagglutination

Hemagglutinating activity was determined using trypsinized, formaldehyde-
fixed dog and human erythrocytes [26]. The wells of the hemagglutination plate contained
50 ul of a 3-4% suspension of erythrocytes in PBS (pH 7.4) and 50 pl of VSE (diluted in
PBS) or Bothrops jararaca snake venom (positive control). The negative control consisted
of 50 ul of cell suspension and 50 ul of PBS. Hemaggiutination was determined aftera2 h
incubation at room temperature. Unagglutinated erythrocytes formed a characteristic

button at the bottom of the well whereas agglutinated erythrocytes formed a diffuse mat.

Hemolysis

The direct hemolytic activity of VSE was assayed using a 5% suspension of
human washed erythrocytes in PBS (pH 7.4) [13]. Total hemolysis (positive control) was
obtained by lysing erythrocytes in distilled water. The negative control consisted of
erythrocytes (5%) suspended in PBS. After incubation, samples and controls were
centrifuged at 1000 g for 10 min and the absorbance of the supernatants was measured at
540 nm. The Assnr readings for the negative and positive controls corresponded to 0% and
100% hemolysis, respectively. A standard curve of hemolysis (prepared by serial dilution
of the 100% hemolysis solution) was then used to calculate the extent of hemolysis (%)
caused by VSE.

Platelet aggregation

Platelet-rich plasma (PRP) and platelet-poor plasma (PPP) were prepared from
the blood of individuals who had not been on any medication for the previous 10 days. PRP
and PPP were obtained by standard differential centrifugation and washed platelets (WP)
were prepared as described [30]. For each test, 0.5 ml of platelet suspension was incubated

with stirring for 3 min in a Payton two-channel aggregometer. Subsequently, varying
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amounts of VSE (50-400 ug/20 ul) were added and the aggregatory response followed for
3-5 min. In the absence of any aggregatory response, ADP (3-10 uM, for PRP) or thrombin
(20-100 mU/ml, for WP) was subsequently added and the ageregation monitored for a
further 4 min. Control responses to ADP and thrombin were obtained for all platelet

preparations.

Smooth muscle contracting activity

The ability of VSE to contract non-vascular smooth muscle was assayed using
the rat ileum. Male Wistar rats were euthanized with sodium pentobarbitone (Sagatal®, >50
mg/kg) and portions of the ileum removed, cleaned of adherent tissue and fat and
suspended in a 5 ml tissue bath containing Tyrode solution (composition in mM: CaCl; 1.8,
KCl1 2.7, MgCl, 0.49, NaCl 137, NaHCO; 11.9, NaH,PO, 0.42 and glucose 5.55) at 37°C,
The preparations were suspended under a resting tension of 1.0 g and were aerated with
95%02-5%CO0,. Isotonic muscle contractions were recorded via a Grass Metripak isotonic
force transducer coupled to a 4-channel Gould recorder (model 35 V7404-10, Gould
Instruments, Cleveland, OH, USA). The tissues were allowed to stabilize for 20-30 min
until a consistent baseline was obtained. VSE and drugs were added to the bath in volumes
0f0.01-0.1 ml. In all cases, substances were left in contact with the tissue for 1-3 min after
which the preparation was washed twice before the next test. When antagonists were used,
the contact time was increased to 20 min prior to testing VSE. In the latter experiments,

only one antagonist was tested per preparation.

Statistical anatysis

Student’s t-test was used to compare differences between groups. A p value

<0.05 was considered to indicate significance.
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RESULTS

Table 1 shows that P. L lanio VSE contained low levels of acid and alkaline
phosphatase, L-amino acid oxidase, elastase and phosphodiesterase, moderate amounts of
hyaluronidase and protease and a high quantity of phospholipase. VSE (50-200 pug) did not
coagulate human citrated plasma (clotting time >300 s) whereas B. Jararaca snake venom
(50 pg, positive control} coagulated citrated plasma within 10-15 s. At the same
concentrations as above, the VSE prolonged the plasma recalcification time with 25 mM
CaCl; from 2.4 + 0.5 min to 5.9 + 0.2 min (n=3). Dog and human erythrocytes were not
agglutinated by VSE at concentrations up to 250 pg/well (2.5 mg/ml, n=3). In contrast, B.
Jararaca venom (positive control) agglutinated erythrocytes from both species at a
concentration of 0.39 ug/well (3.9 pg/ml, n=3). VSE exerted a potent, dose- and time-
dependent direct hemolytic action on human washed erythrocytes (Fig. 1).

SDS-PAGE of VSE in 15% gels revealed the presence of more than 10
components with MW ranging from 14,000-100,000; two particularly prominent bands
were observed at approximately 30 and 16 kDa (Fig. 2). Chromatography of VSE on
Sephacryl S200 HR was done with three different lots, and resulted in seven peaks (Fig.
3A), although there was some variation in the relative proportions of each peak (Fig. 3B).
In all cases, however, the first peak contained the hemolytic and phospholipase activities.

VSE produced weak, dose-dependent aggregation of human platelets in PRP;
the extent of this aggregation varied among the lots of VSE tested. In WP, VSE alone did
not produce aggregation at concentrations up to 400 ug/ml, but markedly potentiated the

response 1o nom-aggregatory doses of thrombin (10-20 mU/ml) at concentrations
of 2-10 ug/ml (Fig. 4).

VSE caused rapid, dose-dependent contraction of the rat isolated ileum (Fig. 5).
Preincubating the tissue with the muscarinic antagonist atropine (0.6 pg/ml) or the (mainly)
serotoninergic antagonist cyproheptadine (0.2 pg/ml) had little effect on these responses
whereas the bradykinin B; receptor antagonist Hoe 140 (1 ng/ml) completely abolished the
contractions (Fig. 6).
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DISCUSSION

The levels of enzymatic activities in P. L lanio VSE, ie. high phospholipase
and moderate to low amounts of hyaluronidase, phosphodiesterase and protease, generally
agreed with those reported for other vespids, including the related species P. infuscatus
and P. annularis [33]. In contrast, the venoms of some social wasps such as Dolichovespula
maculata (a North American wasp) and Apoica pallens (a polistine wasp) have low
amounts of PLA, [33].

Hymenopteran venoms generally have little or no proteolytic activity. Indeed,
whereas proteases are common in snake venoms and have an important role in the effects
of envenoming, these enzymes are not considered to be of great importance in insect
venoms [32]. The presence of proteases (and possibly phosphodiesterase) in pure
hymenopteran venoms may indicate contamination from other sources, particularly when
venom sac extracts are used [33]. The latter authors found no proteolytic activity in the
venoms of P. infuscatus, P. annularis, Polybia serica and A. pallens when assayed at pH
700rpH 9.2,

A potent direct hemolytic action is common in wasp venoms [17, 20, 29], and
P. [ lanio VSE was no exception. The direct and indirect hemolytic activity of honey bee
(4. mellifera) venom is attributed to mellitin and PLA,, respectively [11]. The hemolytic
properties of social wasp venoms are associated with PLA, but also with mastoparans
which can produce local edema and cardiovascular alterations [15, 16]. The PLAsin wasp
venoms can produce a variety of pharmacological effects, including smooth muscle
contraction, hypotension, and an increase in capillary permeability, probably as a result of
the release of histamine following mast cell degranulation [2, 8]. The direct hemolytic
activity of Vespa orientalis venom is associated with a thermolabile, nondialyzable basic
peptide, and the indirect hemolytic activity, with a relatively thermostable component
probably associated with PLA; and PLB activities {20]. Although the hemolytic activity of
P. I lanio VSE eluted in the same peak as the PLA activity during gel filtration, we have
not yet established whether the latter activity is responsible for this hemolysis.
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The chromatographic profiles of three lots of VSE (prepared from wasps
collected from colonies at different locations) showed that while they were qualitatively
similar, there were quantitative variations in the relative proportions of the principal peaks
obtained. We have not systematically investigated the occurrence of individual, nest-to-nest
or seasonal variations in the biochemical and biological activities of VSE. Indeed,
compared to snake venoms [4], the influence of age, season, geographic origin and other
similar factors on the composition and activities of hymenopteran venoms has been poorly
studies. The electrophoretic profile of P. /. lanio VSE showed a greater number of high
MW proteins than reported for other Polistes venoms [36].

Little is known of the action of hymenopteran venoms on platelet aggregation
The platelet aggregatory effect of Solenopsis invicta ant venom was attributable to the
presence of piperidines [19]. The venom of the tropical ant, Pseudomyrmex triplarinus
inhibited platelet aggregation induced by arachidonic acid [14], probably by preventing the
pro-aggregatory action of thromboxane A,, an aracdonic acid metabolite, and potent
agomist for platelet aggregation . The weak aggregation induced by P. L lanio VSE in PRP
may be related to the PLA activity, although this remains to be confirmed. Similarly, the
mechanism for the potentiation of thrombin-induced aggregation in WP has yet. to be

clarified.

Wasp venoms contain a variety of potent biologically active compounds such as
acetylcholine, biogenic amines (histamine, serotonin) and peptides (kinins and
mastoparans) [6] which act on smooth muscle in a variety of organs. Thus, Vespa crabo
venom exerted an acetylcholine-like activity in the frog rectus abdominis [8], and V.
orientalis venom contracted bronchial and smooth muscle preparations, principally through
the presence of biogenic amines and kinins [7]. Polistes sp venom was reported to have a
long-lasting, positive inotropic action on frog isolated heart [8]. In the present study, P. /
lanio contracted isolated rat ilenm. The Jack of effect of atropine (an acetylcholine
muscarinic receptor antagonist) and cyproheptadine (a mainly serotonin receptor
antagonist) on the response of the isolated ileum to P. I lanio VSE indicates that this
extract is devoid of acetylcholine and serotonin. In contrast, the inhibition of the contractile

response to VSE by the bradykinin B; receptor antagonist Hoe-140 indicates the presence
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of a kinin(s). Vespid venoms are a rich source of kinins [30] which are among the most

pharmacologically active low molecular weight components of these venoms.

In conclusion, these results indicate that the composition of P. [ lanio venom is

very similar of that of other Polistes species and that of wasp venoms in general.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Dose- (A) and time- (B) dependent direct hemolysis of human
washed erythrocytes by Polistes lanio lanio VSE.

Direct hemolytic activity was assayed by incubating a suspension of human
washed erythrocytes (5% in PBS) with various concentrations of VSE or with a fixed
concentration of VSE for different times at 37°C. After incubation, the samples were
centrifuged and the extent of hemolysis (%) was then determined by comparing the Ass nm
of the supernatants with a standard curve of hemolysis prepared in distilled water. In A, the
hemolysis was determined after a 2 h incubation. The columns represent the mean + S.EM,
of three experiments with one lot of VSE. In B, the points represent the mean + S.EM. for
three lots of VSE.

FIGURE 2. Electrophoretic (SDS-PAGE) profile of P. .. lanio VSE.

VSE (150 pg) was run at 100 V in 15% polyacrylamide gels which were then
stained as described in Methods. The marker proteins were: Escherichia coli PB-
galactosidase 116 kDa, phosphorylase b (rabbit muscle) 97.4 kDa, bovine serum albumin
66 kDa, ovalbumin 45 kDa, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 36 kDa, carbonic
anhydrase (bovine erythrocytes) 29 kDa, trypsinogen 24 kDa, trypsin inhibitor 20 kDa and
a-lactalbumin 14.2 kDa.

FIGURE 3. Elution profile of P. I lanio VSE on Sephacryl S 200 HR.

A! VSE (15 mg) was fractionated on a column (1.2 cm x 45 cm) of Sephacryl
S200 HR equilibrated with 0.02 M Tris-HCI, pH 8. Fractions of 1 ml were collected at a
flow rate of 12 ml/h and assayed for hemolytic and phosphelipase activities. Similar results
were obtained in two additional experiments. B: Variation in the relative proportions of the
principal peaks obtained following fractionation of different lots of VSE on Sephacryl $200
HR as described above. The variation is expressed as a percent of the total protein

recovered (based on the absorbance at 280 nm).
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FIGURE 4. Human platelet aggregation responses to P. / lanio VSE in PRP
(A) and WP (B).

Piatelet aggregation was performed as described in Methods. The traces are
respresentative of at least three experiments for each preparation and concentration. PRP:

platelet-rich plasma. WP: washed platelets. T: thrombin.

FIGURE 5. Contractile effect of P. 1 lanio VSE on rat isolated ileum.

The ileum was removed from rats euthanized with sodium pentobarbital and
mounted as described in Methods. VSE was added to the organ bath after 20-30 min for
stabilization. The columns are the mean + SEM. of three experiments. *p<0.05 and

**p<0.01 compared to 16 ug.

FIGURE 6. Kinins are responsible for the contractile action of P. I lanio VSE

on rat isolated ileum.

The ileum was removed from rats and mounted as described in Methods. Panel
A: Ach, acetylcholine (8 ng/mi); A, atropine (0.6 ug/ml). Panel B: C, cyproheptadine
(0.2 pug/mi); Ser, serotonin (3.2 pg/ml). Panel C; Bk, bradykinin (62.5 ng/ml); Hoe-140 (1
pg/mi). In all cases, the concentration of VSE was 4 ng/ml. Similar results were obtained in

two additional experiments.
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TABLE 1. Enzymatic activities of P.L lanio VSE.

Activity Units/mg VSE

Acid phosphatase 0.20 +0.03
Alkaline phosphatase 0.018 £0.001
L-Amino acid oxidase 0.120 + 0.001*
Elastase 0.134 £ 0.007**
Hyaluronidase 445+63
Phosphodiesterase 0.44 1 0.01
Phospholipase 24161263
Protease 3818

The values represent the mean + SEM of three
determinations.For definition of units, see Methods.
* mU/ml . **Agosnm/mg VSE/24 h.
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As atrvidades enziméticas observadas no ESV de P. lamio, ou seja, alta
atividade fosfolipasica, niveis moderados de hialuronidase e protease e baixa atividade de
enzimas como fosfodiesterase ¢ fosfatases coincidem com observagdes para outros venenos
de vespas (Hoffman, 1985a; Schmidt er al.,, 1986). Devido 4 sua importincia antigénica, a
hialuronidase e a fosfolipase tém sido as enzimas mais estudadas e isoladas em venenos de
vespas sociais (King ef al, 1978; Hoffman, 1985a, b). Porém, Reisman ef al. (1982)
observaram que o veneno obtido por estimulag@o elétrica ¢ mais potente que o extrato de
sacos de veneno quanto a sua antigemicidade. O extrato de sacos de veneno contém
proteinas corporais que ndo estfio presentes no veneno puro obtido por estimulagio elétrica.
Existe uma variagdo antigénica entre diferentes espécies de Polistes, ¢ que pode estar
relacionada a alimentacdo, estagio do ano e idade do animal (REISMAN, LITTER,
WYPYCH, 1984). Em experimentos para avaliar a reagdo cruzada entre diferentes espécies
de vespas, os anticorpos produzidos contra venenos de Polistes reagiram apenas com
venenos do mesmo género, ndo havendo reatividade contra outros géneros como Vespa e
Dolichovespula (Reisman ef ai., 1982).

A atividade proteolitica parece ndo estar presente nos venenos de vespas devido
principalmente a fungdo defensiva que este apresenta (Schmidt ef al., 1986) ¢ que difere da

funcdo digestiva como os venenos de serpentes, por exemplo.

Os venenos de vespas apresentam uma alta atividade hemolitica (Ho & Ko,
1986; Ho et al., 1996). As hemolisinas estio presentes em muitos dos venenos de
himenépteros. Uma das hemolisinas mais estudadas € a melitina, um peptideo presente no
veneno de Apis mellifera. Com sua estrutura anfifilica (de um lado uma porgiio altamente
apolar e do outro lado da cadeia uma porgio basica e polar), a melitina interage com
membranas lipidicas formando micelas. Sua agéo surfactante faz deste peptideo uma das
mais potentes hemolisinas encontradas em venenos de himenépteros (SCHMIDT, 1982).
Um peptideo semethante ¢ encontrado no veneno de formigas do género Pogonomyrmex
que, como a melitina, também ¢ bésico (Blum, 1984). A Vespa basalis (encontrada em
Taiwan) possuit uma toxina que causa hemdlise severa resultando em hipercalemia e
disfun¢do cardiaca que pode levar & morte (Ho & Ko, 1988). No caso do veneno de Vespa

ortentalis, a attvidade hemolitica direta esta associada com um peptideo basico termolabil,
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e a atividade indireta com as fosfolipases A; ¢ B (Joshua & Ishay, 1977). Em abelhas, a
atividade hemolitica direta é atribuida a8 melitina, enquanto que a fosfolipase A; ¢
responsavel pela atividade hemolitica indireta (Habermann, 1972). O veneno de P. L lanio
possui alta atividade hemolitica direta, porém embora a atividade hemolitica esteja presente
no mesmo pico de elui¢io que a atividade fosfolipasica, nio é possivel afirmar se estas duas

atividades estdo relacionadas.

O perfil eletroforético do extrato de sacos de veneno de P. I lanio mostrou um
grande mimero de proteinas de alto peso molecular, como também foi observado no veneno
de outras espécies de Polistes (Wood & Hoffman, 1983).

O perfil cromatografico do ESV de P. I lanio mostrou ser qualitativamente
similar entre os trés lotes de ESV usados (preparados de vespas coletadas em diferentes

locais e ninhos). Porém houve varia¢Ses quantitativas nos picos obtidos.

Pouco se sabe sobre a agfio dos venenos de himendpteros na agregagdo
plaquetaria. Javors et al (1993) demonstraram que o veneno da formiga Solenopsis invicta
(lava-pés) causa agregacdo plaquetéria devido a presenga de um alcaléide (piperidina). O
veneno da formiga tropical Pseudomyrmex triplarinus inibe a agregaciio plaquetaria
mduzida pelo acido araquiddnico (Hink er al, 1989), talvez por bloquear a agio pro-
agregante do tromboxano A;, um metabdlito do &cido araquidénico, que é um potente
agonista de agregacdo plaquetaria. No caso de P. L lamio a agregacio fraca induzida pelo
ESV pode estar relacionada a atividade fosfolipasica embora isso ainda tenha que ser
confirmado, como também o mecanismo de potencializagio da atividade agregante da

trombina.

Venenos de vespas contém uma grande variedade de compostos biologicamente
ativos como a acetilcolina, aminas biogénicas (histamina e serotonina) e polipeptideos
(cininas), 0s quais s&o capazes de contrair muisculo liso em uma variedade de preparagles
isoladas, além da sua agdo hipotensiva e algogénica. Todas as cininas isoladas de venenos
de vespas tem grande homologia estrutural com a bradicinina. Um fator que determina a
atividade das cininas € a sua basicidade. A “polistiscinina® que possui seis residuos basicos

e nenhum residuo 4cido nos seus dezoito aminoacidos € dez vezes mais ativa na indugio de
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liberagdio de histamina de mastocitos que a bradicinina (um peptideo rico em prolina e que
possui uma amina no C-terminal) (Schmidt, 1982; Johnson & Erdos, 1973).

Além da basicidade, a posicdo dos aminoécidos na cadeia também pode alterar
a atividade das cininas. Em ensaios utilizando-se Thr®-BK, foi observado que esta molécula
¢ dez vezes mais potente que a BK no bloqueio da transmisso sinaptica no sistema nervoso
central de insetos (Piek er al, 1987). A presenga de cininas em venenos de vespas sociais é
um fator que contribui para a produgiio de dor em vertebrados, ja a sua presenca em vespas
solitarias indica uma a¢do neurotdxica em insetos, uma vez que o veneno € introduzido no
génglio nervoso, causando a paralisia da presa (Piek, 1991; Yasuahara ef al., 1987, Piek et
al., 1993).

A auséncia do efeito da atropina (antagonista da acetilcolina em receptores
muscarinicos) € da ciproheptadina (antagonista da serotonina) na resposta contratil do ESV
de P. I lanio sugere gque o veneno desta espécie € destituido de acetilcolina e serotonina.
Porém, a inibicko da resposta contratil do ESV de P. I lamio causado pelo Hoe-140
(antagonista dos receptores Bz da bradicinina) indica que o extrato é rico em cininas, o que

esta de acordo com estudos anteriores (Piek, 1991; Pisano, 1970) .

Concluindo, nossos resultados indicam que a composicdo do ESV de P. /. lanio

¢ muito similar ao de outras espécies de Polistes ¢ de outros venenos de vespa.
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4.SUMMARY



Hymenopteran venoms contain enzymes, peptides, amines and excitatory
amino acids. We have examined the enzymatic and biological activities of an aqueous
venom sac extract (VSE) from the Brazilian social wasp Polistes lanio lanio. The VSE had
low phosphodiesterase, elastase, acid and alkaline phosphatase and L-amino acid oxidase
activities, moderate levels of hyaluronidase and protease and high phospholipase activity.
SDS-PAGE revealed the presence of several components with molecular weights of
14,000-100,000. Gel filtration of VSE resulted in seven peaks, the first of which contained
the hemolytic and phospholipase activities. The VSE exhibited potent direct hemolytic
activity on human erythrocytes which was dose- (12.5-200 pg/ml) and time- (up to 5 h)
dependent. VSE (50-400 pig/ml) produced weak, dose-dependent aggregation of human
platelet-rich plasma and did not aggregate human washed platelets (400 pg/ml), but
potentiated the responses to non-aggregatory doses of thrombin. Dog and human
erythrocytes were not agglutinated by VSE (2.5 mg/ml). In the rat isolated ileum, VSE
(4-16 pg/ml) produced contractions which were not prevented by atropine (muscarinic
receptor antagomist, 0.6 pg/ml) or cyproheptadine (histamine and serotonin receptor
antagonist, 0.2 pug/ml), but were abolished by the bradykinin B, receptor antagonist HOE-
140 (1 pg/ml), suggesting the presence of kinins. These results indicate that the

composition of P. /. lanio VSE is similar to that of other wasp species.

Sty
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