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Self Pity

| never saw a wild thing

sorry for itself.

A small bird will drop frozen dead from a bough
without ever having felt sorry for itself.

(D. H. Lawrence, in Selected Poems)

“E hora de partir, meus irmaos, minhas irmas
Eu ja devolvi as chaves da minha porta

E desisto de qualquer direito a minha casa.
Fomos vizinhos durante muito tempo

E recebi mais do que pude dar.

Agora vai raiando o dia

E a lampada que iluminava o meu canto escuro
Apagou-se.

Veio a intimacéo e estou pronto para a minha jornada.
N&o indaguem sobre o que levo comigo.

Sigo de méos vazias e o coragao confiante.”

(Rabindranath Tagore)

“(...) S6 uma pessoa no mundo deseja sentir saudade:
aquela que nunca amou.

E esse é o maior dos sofrimentos:
nao ter por quem sentir saudades,
passar pela vida e nao viver.

O maior dos sofrimentos € nunca ter sofrido.”

(Pablo Neruda)

Dedico este trabalho a minha mae, grande exemplo, a melhor pessoa que
eu conhego e sem a qual eu n&o chegaria nem perto de estar aqui, e ao meu pai (in
memoriam), pelo exemplo, pelos ensinamentos e por todo 0 amor em mim
depositado nesses anos. Esse trabalho € para vocés.



Os agradecimentos poderiam se tornar um livro, tamanha é a quantidade de
coisas que eu tenho para falar. Um trabalho sempre tem diversos aspectos que nao
s&o retratados em um relatorio, entdo falarei um pouco disso nos agradecimentos.

Comecarei por ordem cronolégica. Agradego, primeiramente, a minha
familia. Em especial, aos meus pais, pois sem eles eu provavelmente nem estaria na
faculdade. Passamos muitas dificuldades juntos, a caminhada até aqui ndo foi nem
um pouco facil, mas mesmo assim eu consegui. Depois de tudo € que podemos ver
que tudo valeu a pena. Minha mae, em especial, acreditou bastante em mim quando
ninguém mais acreditava. Por isso, tenho de fazer um agradecimento todo especial
para ela, um grande exemplo para mim. Se um dia eu for para os meus filhos
metade do que meus pais foram para mim, ja estarei realizado. Por extenséo,
gostaria de agradecer ao Tony e a Zuca, por todo o companheirismo e amor
incondicional, por todas as alegrias proporcionadas e por todos esses anos de
diversdo. Vocés sao os amores da minha vida!!! Agradeco ainda ao Saddam (o
negao), as minhas gatas, aos meus passarinhos, a chinchila, aos hamsters, aos
meus peixes, a0 meu carangueijo, € as minhas galinhas, que sempre estardo no
meu coragao e me fazem muita falta.

Agradeco também aos meus outros familiares, em especial minhas tias
(principalmente a minha tia Raquel, que sempre foi e sempre sera a minha tia
favorita, e mais recentemente o Donario, grande figura e que assumiu um lugar
especial na minha familia) e aos meus primos (em especial, a Barbara e o Joao
Victor), por todas as alegrias e diversdes proporcionadas na minha vida. Agradego a
minha avd, que mesmo ndo estando mais entre nds, sempre cuidou e sempre
cuidara da nossa familia. Agradeco a minha tia Claudete e familia, em especial a tia
Claudia, Broa e o Mike, grande companheiro de conversas interminaveis e uma das
pessoas mais divertidas que eu ja conheci. Ao meu tio Edmilson, que faz muita falta,
mas sempre estara no meu coragao! Aos meus tios Inés e Tim, por terem me
incentivado, dando livros de presente (0 Merck Index e o Alberts foram bastante
Uteis nessa graduacao... rs).

Gostaria de agradecer também aos meus amigos de S&o Paulo. A Juliana,
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dado, por ter acreditado no meu potencial e ter me recebido de bragos abertos na
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Agradeco aos meus amigos da Unicamp (Pacgoca, Betdo, Thiaguinho,
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Vivi), o Xurume (um Viking sério), o Yamaha (menino sem testa e com sotaque de
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engracados que conheci), o Fefé (o 88, futuro magnata da biotecnologia, sensagao
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sobre qualquer coisa), Juliana (que tem um sobrenome mais dificil que o meu), Pam
(grande batemologa), Natalia (hermanita de mi coraz666n), Manu (companheira de
todas as horas, que possui uma familia e amigos fantasticos — respectivamente a
Dona Ana, Seu Zé, Luppy e Bianca; e Jhol (rei do nhenhégui), Horrrr (parceirago),
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a felicidade do mundo para vocés!!).
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familia (Dona Marcia, Suzana e a saudosa Dona Carolina), minha familia
rioclarense!!

Agradeco ainda a Van, por todas as conversas, o exemplo de vida, as
risadas, as baladas e sempre estar do meu lado quando eu precisei. Ela sempre tera
um lugar no meu coragao também!!

Agradeco a Dona Ana e ao Dirceu, pela diversao proporcionada, além do
DJ. Ainda conviverei mais um tempinho com vocés! rs

Agradeco aos demais amigos de faculdade, como a Livia (figuraga), Reto (o
presidente) e Pajé (wazzup my friend, grande encrenqueiro, yo mothafd!), grandes
amigos que eu fiz aqui na faculdade e de quem eu n&o esquecerei. Bia Temer, além
de Amandita, Miss, e demais amigos 08, por todas as risadas proporcionadas.

Agradeco ainda aos professores que eu conheci na graduacéo, a professora
Dora (a mais carinhosa e atenciosa que eu ja conheci, além da Marielle), professor
Leandro (um dia gostaria de ser um professor igual a ele, agradeco por todas as
conversas, ensinamentos e risadas nesses anos), Dada (inigualavel em Picinguaba,
pessoa muito sabia que me ensinou diversos segredos e uma coisa essencial na

minha vida: “O jogo é jogado!!!”), professora Marcia, professor Jonas (grande mentor



e incentivador, uma pessoa fantastica e que me incentivou bastante na bioquimica),
professora Eleonora (uma das melhores pessoas para se conversar € se aprender
sobre bioquimica e sobre a vida também, agradeco por toda a confianga e por todo o
apoio nos momentos dificeis), professor Pagnocca (por tudo que foi ensinado e pelo
CIC de Séao José dos Campos, uma das melhores pessoas para se conversar),
professor Claudio (o maior entomologista que ja conheci, que apesar de bugrino é
uma excelente pessoa), professor Beto (pela alegria), professor Chaud (por todas as
conversas), professora Sulene e professor Bertini (por todas as risadas
proporcionadas). Agradego também ao professor Guilherme Gomes, um ser humano
fantastico, sempre disposto a conversar com os outros. Agradego a todos por terem
contribuido imensamente a minha formagao profissional e pessoal.

Finalmente, agradego aos meus amigos de laboratério. Primeiramente, ao
meu grande mentor e pai posti¢o, prof. Mario Sergio Palma, por todos os conselhos,
direcionamentos e conversas, além do exemplo dado. Por toda a paciéncia e por
todas as conversas e risadas, além das histdérias contadas. Pelo apoio e
compreensao nos momentos mais dificeis da minha vida, além de ter contribuido
imensamente a minha formagéo. Agradegco ainda a Bibi (chefinha), por todas as
conversas e ensinamentos (sobre tudo mesmo. Se nio fosse por ela eu ndo saberia
nada de estruturas nem de computadores... rs). Estendo ainda os agradecimentos
ao grande Bob, por toda a alegria e parceria de futebol, agradecgo a Lu (e ao grande
Paulinho), por todas as conversas, ensinamento e confianga, ao Paulo (Paulinho,
vulgo Boiadeiro, vulgo canhotinha de ouro, vulgo tio), por todas as risadas, os jogos
e encontros no Sujos. Ao Daniel e a Nicoli, por todos os ensinamentos e conversas
(e risadas também, ndo foram poucas), ao Beto (o Betinho, grande parceiro e
cientista brilhante, um dos melhores amigos que alguém poderia ter), a Anally,
Nathalia (a Bap), por toda a ajuda em diversos momentos, conversas, risadas e
cafés (rs). Agradeco ao Danilo (o pupilo) e a Pat (Brigatte), por todas as risadas,
diversdo e ensinamentos, especialmente sobre o Von Frey (mas inventarei coisa
melhor, acreditem). Aos mais novos, como a Fran e a Ana Maria. Agradeco aos
meus companheiros de laboratério que ndo estdo mais aqui, como a Tatiane
(Tatao), Mauricio (Minduba), Virginia e especialmente a Meire (Meiretchan), por tudo
que me ensinou, pela amizade e pela ajuda em momentos criticos, e a Alessandra
(L&), por todas as risadas e explicagdes (n&do necessariamente nessa ordem... rs).

Desejo o0 melhor do mundo para vocés!!



Ainda no laboratério, gostaria de fazer um agradecimento especial a
Vanessa (Van), por toda a ajuda, os conselhos (valiosos), as conversas, as risadas e
o0 ombro, quando eu precisei, além de toda a ajuda em todos os momentos, mesmo
nas manhas de feriados (rs).

Por final, gostaria de agradecer as pessoas que apareceram mais
recentemente na minha vida. Agradeco a galera da Bio 2010, ao Caio (Xerdncio, qué
isso, Jaqueline!), ao Dylon, Erick, Muzambinho (aueioeuai, com todo o seu
conhecimento sobre a Maria Comprida e o Fogo Batatais), Pelotas, Baiano, as
meninas (Mitra, Muzamba, Bruna, Lila e Arisca). Em especial, gostaria de agradecer
a Maria Julia, por todo o companheirismo, paciéncia, compreensio, amizade e amor,
além do ombro e do colo quando eu precisei. Estendo meus agradecimentos ao Sr.
Luiz (conhecido como Bonfim, pena que ndo foi jogar no Flamengo) e a Dona
Magali, por todo o incentivo, ajuda e alegrias proporcionadas. Agradeco a vé Magali
pela consideragao (e pelo cachecol... rs) e ao meu cunhado querido, o Gustavo (Dr.
Gustavo, o adEvogado, e consequentemente a Haline, por todo o apoio e incentivo),
além do Felipe, um dos piores piadistas que eu ja conheci.

Todas as pessoas que eu mencionei aqui (e algumas que talvez eu tenha
esquecido, afinal minha memadria ndo € mais a mesma) foram responsaveis pela

minha formacgao e por eu ter chegado até aqui. A todos vocés meu muito obrigado!



1. RESUMO ...
2. INTRODUGAO ......ccovrerrerrreeraenenne
2.1 Os Himenopteros ...............
2.2 A eussocialidade ...............

SUMARIO

2.3 A diversidade genética entre as abelhas ...........ccccoviiiiiiiiininncieennns

2.4 A africanizagdo no Brasil ..........ccccccmmmiiiininee

2.5 Os venenos de himenoOPteros ..........coeveeeeieeeeemrereereesreneeeeseeeeseeeeeseeesseeees
2.6 A importancia dos venenos dos Himenopteros .........ccccccceeeuennnnnnees
2.7 Composigao peptidica do veneno de Apis mellifera ..........................

3. OBUETIVOS ... s s s s e e n e p s ann s
4. MATERIAIS E METODOS ...............
4.1 Extracdo do veneno ..........

4.2 Fracionamento do veneno

o1 1 1 o J

4.3 Analise das fragoes purificadas ...........ccoevmmmmriiiiiniiiinnn s
4.3.1 Espectrometria de massas ESI ............cooommrimmimmmmeeeeecceceececeeeees
4.3.2 Espectrometria de massas IT-TOF ........cccciiiiiirircccccccie e,

4.3.3 Seqiienciamento por Quimica Degradativa de Edman ..............
4.4 Experimentos de LCMS-IT-TOF ... ee e e

5. RESULTADOS E DISCUSSAO .......ocorurrmrntrnsemsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens
6. CONCLUSAO ......cocrmrrrrnsrnrnnenns

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10
10
10
11
11
12
13
14
14
17
18
18
18
18
19
19

20
20

21
28
31



10

1. RESUMO

Os venenos de animais sdo bastante estudados devido a um interesse
industrial e comercial, pois sua composicdo € rica em moléculas de importancia
farmacoldgica.

Os peptideos presentes nesses venenos apresentam caracteristicas diversas,
como antibiose, analgesia, propriedades antiinflamatérias, vasoconstritora, entre
outras.

Para caracterizagdo dos componentes peptidicos presentes no veneno de
Apis mellifera, primeiramente o veneno foi extraido e filtrado para remocg¢ao de
eventuais impurezas e depois submetido a cromatografia em HPLC com coluna de
fase reversa, que gerou um perfil cromatografico com 29 picos, dos quais os 3 mais
abundantes  apresentaram  caracteristicas  peptidicas, confirmadas  por
espectrometria de massas e sequenciamento. Além disso, a cromatografia de ions
totais mostrou que esse veneno apresenta 123 compostos peptidicos, alguns com
massas relacionadas aos ja conhecidos, porém com diversos compostos de massas
diferentes dos compostos ja descritos na literatura.

A partir deste estudo, detectou-se a presenca da Melitina como componente
peptidico majoritario no veneno de abelha, além da Secapina, que sera

caracterizada por estudos em andamento.

2. INTRODUGAO
2.1 Os Himenopteros

A ordem Hymenoptera € um dos maiores grupos dentre os insetos,
compreendendo as abelhas, vespas e formigas. Possui cerca de 130 mil espécies
descritas (GILLOT, 1995). As espécies deste grupo apresentam dois pares de asas
membranosas, sendo que as asas anteriores sdo maiores do que as posteriores. As

abelhas formam um grupo com cerca de 16 mil espécies (MICHENER, 2000).
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2.2 A eussocialidade

As sociedades eussociais sdo reconhecidas por trés caracteristicas principais.
Os membros da sociedade cooperam no cuidado dos juvenis. Ha uma divisdo
reprodutiva de trabalho, na qual os individuos estéreis realizam o trabalho fisico da
sociedade enquanto a reproducédo fica a cargo dos individuos férteis. Existe uma
sobreposigao de, pelo menos, duas geragdes, de forma a haver o auxilio dos
individuos mais novos aos individuos mais velhos. Além disso, nenhum individuo
consegue sobreviver independentemente da colénia nem pode pertencer a uma
colénia diferente daquela na qual se desenvolveu. Todos os insetos sociais
apresentam algum grau de polimorfismo, e os diferentes tipos de individuos que
ocorrem em uma colénia sdo denominados castas. As principais castas sdo o macho
reprodutor, a fémea reprodutora (ou rainha), operarias estéreis e soldados estéreis.
As castas sao determinadas pelo numero cromosdmico do ovo (hapléide ou diploide)
e pela qualidade e quantidade de alimento recebido (RUPPERT e BARNES, 2005).

2.3 A diversidade genética entre as abelhas

As diferengas na anatomia, fisiologia e comportamento de uma operaria e de
uma rainha estdo associadas a especializacdo da rainha em botar ovos, levando a
exclusdao de muitas outras atividades, e resultam em uma divisdo muito nitida de
trabalho entre elas. A rainha é maior que uma operaria, possui um abdomem
proporcionalmente maior, contendo 300 ou mais ovariolos, possui taxa metabdlica
mais alta, permitindo-lhe botar 1000 ou mais ovos por dia, e tem uma longevidade
maior. Entretanto, ela possui um repertério comportamental menos complicado e um
cérebro menor que as operarias, faltam aos seu corpo os pélos plumosos coletores
de pdlen da operaria e o aparato coletor de pdlen ou corbicula, das patas traseiras
das operarias. Associadas a sua esterilidade, uma operaria possui poucos ovariolos,

geralmente subdesenvolvidos, e ndo pode acasalar-se (FREE, 1980).

Em climas temperados, a maioria das abelhas presentes no comeco da
primavera sao abelhas velhas que passaram o inverno, e o tamanho de uma colénia
esta diretamente relacionado com o seu tamanho no outono anterior. Estas abelhas
velhas possuem uma baixa expectativa de vida. No comego da primavera, existe

uma taxa de mortalidade muito maior do que a taxa de nascimento, de modo que a
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coldénia diminua para o seu tamanho minimo anual, porém este decréscimo no
tamanho é temporario (FREE, 1980).

A taxa de oviposicdo das rainhas é variavel ao longo do ano. Sua taxa
maxima de oviposi¢cao (de cerca de 1500 ovos por dia) e ocorre perto do meio do
verao. Qualquer decréscimo na criagao de prole € compensada de algum modo por

um aumento na longevidade das abelhas (FREE, 1980).

As fémeas possuem um ovipositor modificado em ferrao farpado, que fica
encravado no tecido mole das vitimas de suas ferroadas. Quando a abelha tenta
retira-lo, o ferrao e o sétimo segmento abdominal sdo cortados e deixados in situ. O
ultimo génglio nervoso e os musculos que operam o saco de veneno sdo deixados
com o ferrdo, de modo que ele continua a injetar veneno no corpo da vitima (FREE,
1980)

2.4 A africanizagao no Brasil

O género Apis compreende 4 espécies: A. dorsata, A. florea, A. cerana e A.
mellifera. Dessas espécies, apenas a Apis mellifera é encontrada no Brasil. Em
1956, o pesquisador Warwick Kerr, tentou desenvolver melhoramentos genéticos
em abelhas da espécie Apis mellifera, para que a mesma se adaptasse melhor ao
clima tropical do que as espécies que foram importadas da Europa. Dessa forma, ele
importou rainhas africanas e promoveu um cruzamento controlado em algumas
colénias. Entretanto, algumas rainhas escaparam e cruzaram com zangdes das
linhagens européias ja existentes na regido de Rio Claro, SP (A. m. mellifera, A. m.
ligustica, A. m. caucasica, A. m. carnica e A. m. iberica) (STORT e GONCALVES,
1994, apud PEREIRA e CHAUD-NETO, 2005).

Colbnias com constituicado genética diferente podem diferir grandemente em
agressividade. As caracteristicas agressivas de uma linhagem de abelhas africanas
(Apis mellifera scutellata), acidentalmente liberada no Brasil em 1956 estdo agora se
espalhando através das Apis da América do Sul. Em um estudo comparativo entre
uma linhagem européia e uma linhagem africana, mostrou-se que as abelhas de
linhagem africana apresentavam um comportamento muito mais agressivo, com um

numero muito maior de ferroadas, tempo de resposta mais rapido (se tornaram
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ferozes e comegaram a ferroar muito mais rapidamente), seguiam o observador por
uma distadncia maior apds se tornarem ferozes e demoraram muito mais tempo para

se tornarem pacificas novamente (FREE, 1980).

2.5 Os venenos de Himenépteros

Durante os ultimos anos, inumeras informagdes a respeito dos agentes
bioativos naturais foram proporcionadas pelas técnicas de caracterizacado e analise
bioquimica. Em consequéncia a aplicacdo desses métodos na bioquimica de
insetos, muitos tipos de feromdnios, hormdnios, substancias de defesa e principios
ativos de venenos vém sendo caracterizados (NAKAJIMA, 1986).

Os venenos, de uma forma geral, sempre despertaram o interesse e
instigaram diversos estudos pela sua agéo toxica e pela possibilidade de obtengéo
de compostos de interesse médico. Esses venenos sdo em geral constituidos por
uma mistura complexa de proteinas, peptideos, enzimas, sais minerais e outras
moléculas, que em conjunto agem sinergicamente para provocar os efeitos nocivos
ao organismo inoculado, mas podem apresentar diversos tipos de atividade
isoladamente.

Os membros eussociais da familia Apidae possuem venenos utilizados para a
defesa dos ninhos, e sdo considerados de grande importancia, uma vez que estes
provocam diversas reagbes nas suas vitimas. De um modo geral, as principais
consequéncias de ferroadas de Hymenoptera se resumem a dores prolongadas,
edema, eritema, e, em casos mais extremos, reag¢des alérgicas e sistémicas
(LORENZI, 2002).

As reages sistémicas de maior importancia meédica sdo aquelas que afetam
os sistemas respiratorio e/ou circulatério. Em geral, sdo caracterizadas como
reagoes cutaneas, vasculares ou respiratérias (SCHMIDT, 1986). Dentre as reacdes
que afetam somente a pele se enquadram em urticaria, angioderma, coceira,
inchaco ou eritema.

O numero de acidentes ocorridos com ferroadas de animais da espécie Apis
mellifera é bastante incidente, o que a torna uma espécie com grande importancia
para ter seu veneno estudado.

A maioria dos estudos sobre peptideos do veneno de Apis mellifera ocorreu

na década de 1980, e desde entdo pouco se pesquisou sobre o assunto, sobretudo
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em relacdo aos compostos menos abundantes. Dentre os peptideos mais
estudados, esta a melitina, que representa cerca de 50% do peso seco do veneno
total do inseto. Entretanto, pouco se sabe sobre a agdo e composicao das fracbes
menos abundantes, uma vez que a quantidade obtida e a técnica utilizada no

momento n&o foram suficientes para um estudo como o proposto.

2.6 A importancia dos venenos dos Himenodpteros

Os venenos dos Hymenoptera sociais s&o ricos em peptideos biologicamente
ativos, responsaveis por dores prolongadas, edema, eritema reagdes alérgicas e
sistémicas (LORENZI, 2002).

Em geral, os venenos dos himenopteros causam dores prolongadas, edema e
eritema locais, consequentes de um aumento na permeabilidade dos vasos
sanguineos da pele. A dor pode continuar por varias horas e a ardéncia por alguns
dias. Além desta agao direta da ferroada dos himenopteros, em muitos casos podem
ser observadas reagdes alérgicas, e até mesmo anafilaticas, que muitas vezes
chegam a ser letais (OLIVEIRA, 2000). Geralmente as reagdes anafilaticas severas
acontecem quando as toxinas estimulam diretamente os mastocitos (LORENZI,
2002).

A grande maioria das mortes causadas por ferroadas de himendpteros esta
diretamente relacionada ao desencadeamento de reacdes imunoldgicas, porém
algumas se devem a toxicidade direta do veneno (LORENZI, 2002). Os sintomas
mais comuns sao inchago, edema, dor, urticaria, ulceracéo, vasodilatagdo, aumento
da permeabilidade dos vasos, tonturas, taquicardia e morte (PARK, 2002).

O veneno de abelha tem uma aplicacdo muito importante no tratamento da
artrite, doenca que causa dores intensas, restringe os movimentos e até deforma o
paciente (BROADMAN, 1962). Entretanto, poucos sao os estudos cientificos que

suportam tais aplicagdes.

2.7 Composicao peptidica do veneno de Apis mellifera

O veneno de abelha (Apis mellifera) contém peptideos bem conhecidos, como

a melitina, apamina, e peptideos MCD (desgranuladores de mastdcitos), além da

minimina (HABERMANN, 1972). Alguns desses peptideos apresentam uma agao
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detergente nas membranas plasmaticas (DAWSON, 1978), causando lise celular
(especialmente dos mastdcitos), enquanto outras sdo neurotoxinas (PALMA, 2006).

De acordo com Gauldie et al. (1976) foram encontrados oito peptideos
diferentes no fracionamento do veneno de abelha, incluindo as variantes da
apamina.

A Melitina (figura 1) € o componente majoritario do veneno da abelha,
representando 50% do peso seco do veneno total (BANKS, 1986). Esse peptideo
diminui a tensao superficial da agua no nivel da membrana plasmatica, agindo como
detergente natural, causando lise celular (especialmente dos mastdcitos), seguida
de liberacéo de histamina (PIEK, 1986).

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKR Q Q-NH.
Figura1 — Sequéncia de aminoacidos da melitina (PM = 2846,5)

De acordo com Talbot et al. (1982) a Melitina pode se apresentar nas formas
mono e tetramérica e a ligacao dela a fosfolipideos depende de seu estado de
associacao e da concentragao micelar critica. Enquanto ndo ha interagao observada
entre a Melitina monomérica e os fosfolipideos livres, a Melitina tetramérica pode se
ligar a lipideos livres para formar micelas mistas.

A Apamina é conhecida por seu efeito neurotdxico tanto no sistema nervoso
central quanto na medula espinhal de mamiferos, produzindo hiperatividade e
convulsdes em ratos (HAHN, 1937). Sua sequéncia primaria esta ilustrada na
figura 2.

Os peptideos MCD (Peptideos Degranuladores de Mastécitos) induzem a
citolise, sendo considerados potentes desgranuladores de mastdcitos, causando a
liberagcdo de histamina (BANKS, 1986). Eles possuem quatro residuos de Cisteina,
ligados por pontes dissulfeto, nas posicoes 1-11 e 3-15 (figura 2).

A Tertiapina (figura 2), um polipeptideo de 20 residuos de aminoacidos, com
duas pontes dissulfeto entre residuos de cisteinas localizadas nas posi¢oes 3-13 e
5-17, representa cerca de 0,1% do peso seco do veneno de abelha, possui baixo
potencial desgranulador de mastécitos. Ela foi comparada com as prostaglandinas
nas mesmas condi¢cées (MIROSHNIKOV, 1983).
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A Secapina (figura 2), um polipeptideo com 25 residuos de aminoacidos,
representa cerca de 0,5% do peso seco do veneno da abelha. Aparentemente, esse
peptideo nao possui atividade farmacoldgica e/ou fisiolégica conhecida,

provavelmente porque nao foi suficientemente testado até entdo (BANKS, 1986).

[ I
Cy=-Asn- Cy=s-Lys-Ala Pro- Glu- Thr- Ala Leuw Cys-Ala-Arxyg- Arf C Frs— GIn- GIn- His-NH:
|

Apamina

| I
He-Lys-Cy=s-Asnh- C_',rsl— Ly=-Arg-Hi=z-Val Ile-Lys-Pro-His-Mle- Cy=-Arg-Lys- ]].la—I Cy=z- Gly-Ly=s-Asn-INH2

Peptideo BRI

I I
Tyr-Ne-Me-Asp-Val-Pro-Pro-Arg- Cys-Pro-Pro- Gly-Ser-Lys Phe-Tle-Lys-Asn-Ayp- Cys-Arvg- -Val-Ie-Val-Pro-INH2

Secapina

[ I
Ala Lew- Cys-Asn-C ffs—ﬁsn— Arg-Tle-Te-Pro-His-Met-Cys-Trp-Lys-Lys- Cys- Gly-Lys-Lys-MNH2
I

Tertiapina

Figura 2: Seqiiéncias de aminoacidos de polipeptideos ativos encontrados no veneno de abelhas.

As Procaminas (A e B) sdo compostas por uma pequena cadeia de peptideos
ligados a uma histamina (figura 3). Sdo responsaveis pela vasodilatacédo e

promovem a secregao de pepsina pelo estbmago.

Ala-Gly-Pro-GIn-Histamina Ala-Gly-Pro-Ala-GIn-Histamina

Procamina A Procamina B

Figura 3: Sequiéncias das procaminas

Além desses compostos citados, existem outros em menor quantidade no
veneno, como inibidores de protease (SHKENDEROV, 1973) e o Cardiopep, um
peptideo com propriedades anti-arritmicas (VICK, 1974).

As pesquisas realizadas até o momento sobre a estrutura, atividade biologica
e mecanismos de acao do veneno bruto e/ou toxinas isoladas do veneno de

Himenopteros, evidenciam a presencga de efeitos importantes sob o ponto de vista
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meédico, farmacolégico e imunolégico, desencadeados pelas toxinas de tais venenos
(OLIVEIRA, 2000).

Houve um grande avango tecnoldgico desde o ultimo periodo de pesquisas
até o presente momento e, desta forma, faz-se necessaria uma pesquisa mais
aprofundada e atualizada sobre o assunto. A caracterizacdo de venenos de abelhas
se mostra essencial, uma vez que as ultimas pesquisas realizadas com esse veneno
datam da década de 1980. Desta forma, acredita-se que muitos compostos podem
ainda ser isolados e investigados. O foco deste estudo é investigar os possiveis
componentes de natureza peptidica presentes neste veneno ainda ndo descobertos.
Esse estudo podera servir de precursor para outros estudos mais detalhados sobre

moléculas especificas encontradas nas fragdes do veneno de Apis mellifera

3. Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo principal estudar os componentes
peptidicos presentes no veneno da abelha Apis mellifera encontrada no Sudeste do
Brasil, conhecida com abelha africanizada, enfocando principalmente o isolamento,

purificacao e caracterizagao funcional destes componentes.

As pesquisas realizadas até o momento sobre a estrutura, atividade bioldgica
e mecanismos de acao do veneno bruto e/ou toxinas isoladas do veneno de
Himenopteros, evidenciam a presencga de efeitos importantes sob o ponto de vista
meédico, farmacolégico e imunolégico, desencadeados pelas toxinas de tais venenos
(OLIVEIRA, 2000).

Houve um grande avancgo tecnoldgico desde o ultimo periodo de pesquisas até o
presente momento e, desta forma, faz-se necessaria uma pesquisa mais
aprofundada e atualizada sobre o assunto. A caracterizacdo de venenos de abelhas
se mostra essencial, uma vez que as ultimas pesquisas realizadas com esse veneno
datam da década de 1980. Desta forma, acredita-se que muitos compostos podem
ainda ser isolados e investigados. O foco deste estudo é investigar os possiveis
componentes de natureza peptidica presentes neste veneno ainda n&o descobertos.
Esse estudo podera servir de precursor para outros estudos mais detalhados sobre

moléculas especificas encontradas nas fracdes do veneno de Apis mellifera.
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4. Materiais e Métodos

5.1. Extragao do veneno

O veneno das abelhas foi coletado através de micro-choque elétrico. O
veneno foi entdo solubilizado em agua e filtrado em microfiltro do tipo Millipore
(SIGMA-ALDRICH), com poros de 0,45 um, acoplado em uma seringa, para
remocao de pequenas particulas. Esta solucdo de veneno foi entdo utilizada nas

etapas subsequentes do trabalho.

5.2. Fracionamento do veneno bruto

Para o fracionamento do veneno bruto foi utilizado um sistema de HPLC
Shimadzu modelo LC-10AD, equipado com detector de luz ultravioleta do tipo
arranjo de diodos modelo SPD-10A, constituido por duas bombas LC-10AD (bombas
A e B), com injetor Rheodyne modelo 7725i com “loop” de 1 ml e um sistema
controlador Shimadzu modelo CBM-10A. O controle da aquisicado de dados foi feito
através do software CLASS-LC10.

As fragbes foram obtidas sob fase reversa, utilizando-se uma coluna
semipreparativa NUCLEOSIL C-18 (10 x 250 mm) (SHISEIDO). O gradiente de
separagao utilizado foi de 5 a 60% (v/v) de acetonitrila em 60 minutos, contendo TFA
0,1% (v/v) (acido trifluoroacético grau HPLC) (VETEC) em &gua bidestilada e
ultrapurificada, obtida em ultrapurificador de agua NANOpure (BARNSTEAD). A
eluicdo das fragdes foi monitorada por medidas de absorgédo de luz ultravioleta em
214 nm, 254 nm e 280 nm.

5.3. Analise das fragoes purificadas

As fracbes mais abundantes foram submetidas a analises de espectrometria
de massas, utilizando um Espectrometro de massas do tipo ESI-Triplo quadrupolo e
ESI-IT-Tof, e as amostras que apresentaram um unico componente seguiram para
Sequenciamento por Quimica Degradativa de Edman, para caracterizagdo dos

componentes moleculares envolvidos em cada fragao.
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5.3.1 Espectrometria de massas ESI

A obtencao dos espectros de massas foi realizada em um Espectrometro de
Massas ESI, do tipo triploquadrupolo modelo QUATTRO II (MICROMASS). O
espectrdmetro de massas ESI| estava equipado com probe padrdao, do tipo
electrospray (ESI), auxiliado por uma microbomba de infusdo (K D Scientific). O
software MassLynx (MICROMASS) foi utilizado para controle de aquisicdo de dados.
Durante todos os experimentos a temperatura do cone foi mantida a 80°C e a
voltagem na agulha a 3,55 kV, aplicando-se um fluxo de gas secante (nitrogénio) de
200 L/h e um fluxo de gas nebulizador (nitrogénio) de 20 L/h. O espectrémetro de
massas foi calibrado com os picos do envelope de ions-fragmentos da mioglobina de
coracgao bovino, produzidos por aplicacdo de potencial de 40V no cone de amostra.
A detecgdo no espectrbmetro de massa foi realizada com varreduras feitas no
intervalo de m/z 50 a 3000, em 10 segundos, com uma resolugdo de
aproximadamente 3000; o sistema de aquisi¢cdo de dados foi operado em modo

continuo utilizando o software MassLynx (MICROMASS).

5.3.2 Espectrometria de massas IT-ToF

A obtencao dos espectros de massas foi realizada em um Espectrometro de
Massas com fonte ESI, do tipo “lon Trap-Time of flight ” (IT-ToF SHIMADZU). O
software LCMS solution (SHIMADZU) foi utilizado para controle de aquisicdo e
analise de dados. Durante todos os experimentos a temperatura do CDL e da
interface foi mantida a 200°C, a voltagem na agulha a 4,5 kV e a voltagem no cone a
3,5V. O fluxo de gas secante (nitrogénio) foi de 100 L/h e o fluxo de gas nebulizador
(nitrogénio) de 1,5 L/h. A deteccdo no espectrometro de massas foi realizada com
varreduras feitas no intervalo de m/z 50 a 3000, com uma resolugdo de
aproximadamente 15000; o sistema de aquisicdo de dados foi operado em modo
positivo continuo, por cerca de 2 minutos.

Para os experimentos de espectrometria de massas sequenciais (MS2 e
MS3) foram realizados utilizando-se os mesmos parametros dos experimentos de
MS. O Argonio foi utilizado como gas de colisdo a uma pressao de 100 kPa. Os ions

produzidos através dos experimentos MS/MS foram aprisionados e acumulados
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durante 50 mseg. no ion-trap, utilizando-se uma energia de colisdo de 100% e

freqiéncia de 30 kHz, para os ions moleculares de carga +2 ([M+2H]*").

5.3.3 Sequenciamento por Quimica Degradativa de Edman

As fragdes obtidas apds a cromatografia que apresentarem um unico pico de
massa molecular (m/z), em analises de espectrometria de massas, foram
submetidas ao sequenciamento primario através da técnica de Quimica Degradativa
de Edman.

Estes experimentos foram realizados em um sequenciador automatico de fase
gasosa PPSQ-21A (SHIMADZU), onde os residuos de aminoacidos acidos foram
identificados na forma de PTH-aminoacidos acidos formados a partir de uma
sequéncia de reagdes quimicas.

A reacdo de degradacdo de Edman ocorre no lado N-terminal da cadeia
peptidica liberando um residuo por ciclo reativo. Os residuos (PTH-aminoacidos) sao
identificados através de um sistema de cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) calibrado com padrées de PTH-aminoacidos (WAKO CHEM.), equipado com
uma bomba modelo LC-10AS (SHIMADZU) e um detector de luz ultravioleta modelo
SPD-10A, acoplados ao proprio sequenciador. O controle do sistema e aquisigao
dos dados foram realizados através do software PPSQ-20 Data Processing e
CLASS LC-10A.

5.4 Experimentos de LCMS-IT-TOF

O veneno bruto foi preparado conforme o protocolo para extracdo peptidica
(solubilizado em acetonitrila 50% (v/v), centrifugado e coletado o sobrenadante),
depois foi analisado através de experimentos de LCMS-IT-TOF para deteccao de
novos compostos peptidicos. Foram injetados 20 ug do veneno e para s sua analise
foi utilizado um sistema UFLC (Ultra Fast Liquid Cromatography, ou Cromatorafia
Liquida Ultra Rapida) (SHIMADZU) acoplado diretamente (on line) ao espectrdmetro
de massas, contendo duas bombas modelo LC-20AD (SHIMADZU), detector de
arranjo de diodos SPD-M20A (SHIMADZU), amostrador automatico SIL-20Aur
(SHIMADZU) e forno para coluna CTO-20A (SHIMADZU). A analise do veneno foi

realizada sob gradiente de acetonitrila de 5 a 60% (v/v), contendo 0,1% de TFA (v/v),
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por 60 min., utilizando-se uma coluna C-18 Shim-pack XR-ODS (3x100 mm), com
poros de 120 A, com particulas de 2,2 um. A eluicdo dos componentes foi
monitorada a 214 nm, com fluxo de 0,2 mL/min, durante 60 minutos. Os eluentes
foram analisados no modo positivo (ESI+) continuo, durante todo o experimento.

A obtencao dos espectros de massas foi realizada em um Espectrometro de
Massas com fonte ESI, do tipo “lon Trap-Time of Flight’ (IT-TOF SHIMADZU). O
software LCMS solution (SHIMADZU) foi utilizado para controle de aquisicdo e
andlise de dados. Durante todos os experimentos a temperatura do CDL e da
interface foi mantida a 200°C, a voltagem na agulha a 4,5 kV e a voltagem no cone a
3,5V. O fluxo de gas secante (Nitrogénio) foi de 100 L/h e o fluxo de gas nebulizador
(Nitrogénio) de 1,5 L/h. A deteccédo no espectrdbmetro de massas foi realizada com
varreduras feitas no intervalo de m/z 50 a 3000, com uma resolucido de
aproximadamente 15000; o sistema de aquisicdo de dados foi operado em modo
positivo continuo, por cerca de 2 minutos.

Foram consideradas fracbes peptidicas aquelas que apresentaram massa
superior a 400 Da, e a deteccdo dos mesmos foi realizada através da deconvolugao

a cada minuto do espectro.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento do veneno bruto de Apis mellifera foi realizado com a injegao
de 30 yL do extrato do veneno bruto em HPLC, equipado com coluna analitica de
fase reversa. Apds a obtencdo do cromatograma (figura 4), os picos 18, 22 e 23
foram selecionados para analise por espectrometria de massas (ESI-MS).

Foram fracionados 4,5 mg do veneno bruto de Apis mellifera utilizando HPLC.
As fragbes caracterizadas no final como sendo Melitina e Secapina
(respectivamente, fragbes 23 e 15 no cromatograma apresentado na figura 4)
apresentaram massas total de 2,7 mg e 300 ug respectivamente, correspondendo a

aproximadamente 67% do veneno bruto de Apis mellifera.
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Figura 4: Perfil cromatografico do veneno bruto de Apis mellifera africanizada, obtido sob fase reversa
em coluna C-18 marca TOSOH (250 x 7 mm, 5 pm diam.) em gradiente de 5 a 60% de acetonitrila,
em 60 minuto, fluxo de 0,7mL/min.

As analises de espectrometria de massas indicaram que a fragdo 18 contém
uma proteina com massa molecular de 15293,49 Da (figuras 5a e 5b). A regido N-
terminal desta proteina foi sequenciada através de quimica degradativa de edman, a
sequencia obitida foi: FKYPGTLWLCG. Como o objetivo do estudo foi estudar as
fragbes peptidicas presentes no veneno e néo fragbes contendo proteinas de alta

massa molecular, essa fragdo nao seguiu para analise.

Figura 5a: Espectro de massas ESI/MS da fragédo 19.
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Figura 5b: Espectro de massas ESI/MS deconvoluido da fragéo 19.

Apos estas analises preliminares, as amostras foram submetidas a analises
de espectrometria de massas do tipo IT-TOF (Shimadzu), originando uma série de
novos espectros. Os espectros referentes as fragdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 11, 12, 16, 17,
20, 25 e 27 indicaram a presencga apenas de compostos de baixa massa molecular
nao peptidicos, e ndo seguiram para analises subsequientes por nédo se tratarem do
objetivo principal deste estudo. As fracbes que indicaram a presenca de compostos
peptidicos (fragbes 7, 8, 9, 10, 13, 14, 15, 19, 21, 22, 23, 24 e 26) seguiram para
pesagem, para determinagédo de seu peso seco e posterior sequenciamento atraves
da Quimica Degradativa de Edman, quando considerados puros e com abundancia
suficiente para tal procedimento. A fragcdo 15, cujos espectros podem ser
observados nas figuras 6, 7a e 7b, apresentou peso seco de 300 ug. A fragdo 23,
cujos espectros podem ser observados nas figuras 8a e 8b, apresentou peso seco
de 2,7 mg. Ambas seguiram para sequenciamento peptidico, pois atenderam aos

pré-requisitos de pureza e abundancia suficientes.
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Figura 6: Espectro de massas do tipo ESI-MS adquirido com um espectrometro de massas do tipo IT-
TOF no modo positivo, para a fragédo 15.
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Figura 8:Espectro de massas do tipo ESI-MS adquirido com um espectrdmetro de massas do tipo IT-
TOF no modo positivo , para a fragdo 23. (8 b): Espectro massas do tipo ESI-MS deconvoluido,
adquirido com auxilio de um espectrometro do tipo IT-TOF da no modo positivo, para a fragéo 23.

Somente as fragdes 15 e 23 possuiam pureza e quantidade suficiente para
um sequenciamento por Quimica Degradativa de Edman. A fragdo 23 apresentou
sequencia idéntica a Melitna (GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQ Q-
NH2 ) e a fragdo 15 apresentou sequencia idéntica a Secapina (YIIDVPPRCP
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PGSKFIKNRCRVIVP-NH2). Isso demonstra que a Secapina pode ser
isolada pelo método empregado, porém, apesar da quantidade ter sido suficiente
para a sua identificacdo, nao foi suficiente para ser utilizada em ensaios bioldgicos,
tornando necessaria a sua sintese. Os resultados apresentados pelo fracionamento
do veneno bruto de Apis mellifera corroboram o resultado obtido pela cromatografia
de ions totais, demonstrando que a grande maioria dos compostos que apareceram
no cromatograma se tratavam dos compostos menos abundantes. Além disso,
observamos que aproximadamente 4,5 mg de veneno, uma quantidade considerada
alta, nao foi suficiente para que as fragdes decorrentes da cromatografia estivessem
presentes em quantidade suficiente para analises posteriores, como
sequenciamento por quimica degradativa de Edman, por exemplo.

A massa experimental da Secapina (2866,42 Da) apresentou exatamente o
mesmo valor que o descrito na literatura. De acordo com a literatura, a Secapina
apresenta baixa toxicidade para mamiferos. Em altas doses em ratos provocou
hipotermia e sinais de sedacdo (TREHERNE et al., 1978). Além disso nado ha
informagdes a respeito da agdo farmacoldgica da Secapina. Estudos sugerem que
este peptideo pode ser uma neurotoxina, por possuir atividade semelhante ao
peptideo MCD no sistema nervoso central (TAYLOR et al., 1984).

Os resultados obtidos por LCMS mostraram a complexidade da composigao
do veneno de abelha. O veneno de Apis mellifera apresenta a Melitina como seu
componente majoritario, perfazendo cerca de 50% do veneno total (BANKS, 1986), e
diversos compostos menos abundantes, alguns representando menos de 0,1% do
veneno (BANKS,1986). Até o presente momento, ndo existem estudos suficientes
sobre os peptideos menos abundantes e em alguns estudos ndo houve repeticbes
exatas do perfil peptidico do veneno apresentado por outros estudos. Alguns
peptideos ja descritos, como a Minimina, ndo puderam ser identificados em estudos
posteriores aos da sua identificacao.

Foi realizada uma cromatografia de ions totais para todas as moléculas
peptidicas com valores de m/z entre 400 e 8000. A figura 9 mostra o cromatograma
de ions totais em fungdo do tempo de retengcao e das massas deconvoluidas dos
peptideos. A linha preta indica o cromatograma de massas e os circulos vermelhos
representam as massas moleculares de cada peptideo detectado, a cada minuto de

observacgao.
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Figura 9. Cromatograma de massas do veneno bruto da abelha africanizada (Apis mellifera). Os
circulos em vermelho representam as fragbes peptidicas encontradas no experimento, com suas
massas correspondentes.

Na faixa de valores de massa da Melitina (2846 Da), a figura 10 mostra 24
peptideos aparentemente isobaricos em relagdo a mesma. Estes podem ser
isoformas ou peptideos isdbaros da Melitina, e se estendem entre 10 e 60 minutos
de eluigdo.

O fato da Melitina ter apresentado uma grande amplitude na faixa de tempo
de eluicdo indica que podem haver conférmeros dela, pois os residuos de Prolina
presentes em sua estrutura podem apresentar conformacado espacial diferentes,
influindo na sua afinidade com a coluna e, consequentemente, no seu tempo de
eluicdo (FADEL, 2003). Isso é um indicativo de uma grande variedade de formas de
Melitina, estimulando o estudo desses peptideos.

Além disso, podemos observar, na figura 10, a presenca de algumas massas
relativas aos peptideos descritos na literatura. Dentre os componentes peptidicos,
podemos visualizar 3 na faixa da Apamina (2036 Da), com intervalos de tempo
eluicdo bastante diferentes entre si. Isso pode indicar isoformas de Apamina ainda
nao descritas. Além disso, 4 compostos peptidicos de massa proxima a do peptideo
MCD-401 foram identificados nesse grafico, assim como 6 compostos de massa
préxima a Tertiapina (2346), em especial 5 deles nos 10 minutos finais de eluigéo.

Ainda dentro do grupo de peptideos menos abundantes, podemos correlacionar 3
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componentes peptidicos de massa proxima a Melitina F (2207,7 Da), sendo 2 deles
nos 10 primeiros minutos de eluicdo e outro em aproximadamente 22 minutos de
eluicdo. Foram encontrados ainda dois compostos com massas proximas as
Procaminas A e B (464 e 535 Da, respectivamente), porém n&o se pode afirmar com
certeza se sao compostos peptidicos ou apenas compostos de baixa massa
molecular. Em comparacdao com a literatura, podemos observar 35 compostos
peptidicos relacionados na faixa entre 3000 Da e 8000 Da, sendo que existe apenas
um peptideo relacionado nessa faixa: A Minimina (de aproximadamente 6000 Da),
nao foi observada no presente trabalho. Entretanto, isso mostra a quantidade e a
variedade de componentes peptidicos presentes no veneno de abelha, extrapolando
bastante a quantidade de peptideos que se acreditava estarem presentes no

veneno.
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Figura 10: Cromatograma de Massas do veneno bruto de abelha africanizada (Apis mellifera).
Os circulos em vermelho representam as fragdes peptidicas encontradas no experimento, com suas
massas correspondentes, e as listras horizontais em preto representam as faixas de massas
correspondentes as Massas dos peptideos ja conhecidos.

A figura 11 mostra 123 componentes peptidicos no veneno, sendo que a
grande maioria deles ocorre em baixas massas, que representa os peptideos menos
abundantes do veneno em termos percentuais. Considerando que foram injetados
20 pyg de veneno bruto e foram encontrados 123 compostos peptidicos, estes
apresentaram uma concentragdo média de 162 ng cada, porém se considerarmos

que a Melitina (2846 Da) corresponde a 50% do veneno bruto, entdo 10 ug seriam
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correspondentes a Melitina e 10 ug seriam dos outros 122 componentes peptidicos,
dando uma concentragdo média de 81 ng cada, para os 20 ug de veneno analisado.
Isso da uma ideia de quéao dificil € o estudo dos componentes peptidicos menos
abundantes do veneno de abelha, devido a sua baixissima concentragdo no veneno
bruto. Este estudo torna-se ainda mais complexo, uma vez que os compostos

peptidicos apresentam diferentes concentragdes no veneno bruto.

Figura 11. Grafico da quantidade cumulativa de peptideos presentes na amostra analisada. As barras
verticais em azul representam a quantidade de peptideos encontrados no intervalo de massa
correspondente, e a linha preta pontilhada representa a quantidade de peptideos cumulativa ao longo
da corrida de 60 minutos

6. CONCLUSAO

Os estudos realizados mostraram a dificuldade em caracterizar os
componentes peptidicos menos abundantes do veneno de abelha. Mesmo com o
fracionamento de uma grande quantia do veneno ndo foi possivel coletar amostra
suficiente para a caracterizacdo desses compostos. Isso demonstra que, mesmo
com técnicas analiticas modernas, a complexidade do veneno estudado requer um
trabalho extenso e bastante detalhado. Entretanto, essas técnicas provaram que o
veneno de Apis mellifera possui uma complexidade e uma riqueza de compostos
muito maior do que se pensava em estudos anteriores. Além disso, os estudos
realizados até o presente com o veneno de Apis mellifera apresentaram resultados
por vezes divergentes, uma vez que alguns compostos nao se repetiram ao longo

dos diferentes trabalhos.
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A fragdo 19 apresentou espectro de massas onde a relagdo massa/carga
(m/z), de 15.293,8 (e, consequentemente, 15.292,8 Da) pode ser relacionada a
massa de uma proteina da familia das Fosfolipases (aproximadamente 14 KDa).
Buscas no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool: http://
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) indicaram que a proteina analisada
possivelmente se trata de uma fosfolipase A2. Analises das fragdes 22 e 23
apresentaram espectros de massas onde as relagcbes m/z de 2.844 podem ser
relacionadas com peptideos da familia da Melitina (2.846 Da), peptideo mais
abundante no veneno de Apis mellifera. Isso foi confirmado pelo sequenciamento
peptidico, que mostrou se tratar exatamente da Melitina ja descrita para o veneno de
Apis mellifera. A fragdo 15 apresentou um espectro condizente de massas onde a
relacdo m/z de 2.864 pode ser relacionada com peptideos da familia do MCD 401
(2.864 Da) com a Secapina, confirmado por sequenciamento peptidico. Entretanto, a
quantidade isolada, apesar de suficiente para identificacdo, ndo foi suficiente para a
caracterizagao da atividade bioldgica, tornando sua sintese necessaria e indicando
que se trata de um composto menos abundante no veneno. A presencga de possiveis
variantes polimérficas dos peptideos citados pode ser explicada, em parte, pelo
organismo a partir da qual ela foi isolada, a abelha africanizada. Esta € um produto
de cruzamento de duas linhagens de abelhas, a européia (Apis mellifera ligustica e
Apis mellifera mellifera, principalmente) e a africana (Apis mellifera scutellata,
principalmente). Os peptideos de Apis mellifera descritos na literatura foram isolados
da linhagem européia, e a contribuicdo génica da linhagem africana teve papel
fundamental nesse polimorfismo apresentado. Os efeitos toxinologicos da
africanizacdo das abelhas ainda ndo é conhecido, porém pode-se inferir que a
composi¢cdo do veneno destes individuos africanizados € diferente dos individuos
ndo-africanizados.

Isto seria possivel porque aparentemente varios fatores genéticos e
ambientais podem influenciar a ocorréncia de multiplos polimorfismos peptidico Os
efeitos do cruzamento de Apis mellifera de linhagens européias com linhagens
africanas ainda ndo sdo conhecidos em nivel venémico. Além disso, ha ainda a
questao reprodutiva desse grupo, pois os efeitos da poliespermia, onde a rainha é
fecundada por varios machos, ainda nado foram estudados em nivel molecular. A
sazonalidade também possui um forte impacto na composi¢édo do veneno, uma vez

que a cada 30 a 40 dias, nos periodos de primavera e verao, uma nova progénie é
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estabelecida na colénia, sendo que nesse periodo a ovoposigdo pode chegar a 1500
ovos por dia (FREE, 1980). No periodo de outono e inverno, a taxa reprodutiva
diminui, com um intervalo de cerca de 60 dias para o estabelecimento de uma nova
progénie e ovoposi¢cao de cerca de 1000 ovos por dia pela rainha (FREE, 1980).
Isso promove uma variedade genética consideravelmente grande dentro de uma
mesma colbnia, o que torna importante os passos seguintes deste trabalho.

Como muitas fragdes nao possuiam quantidade suficiente de peptideos para
serem analisadas, outros estudos deverao ser desenvolvidos para a identificacéao e

caracterizagao dessas fragdes.
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