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RESUMO

A melitina, principal componente do veneno das abelhas meliferas, € responsavel pela
atividade hemolitica e quadro de reacéo alérgica. Estudos identificaram variacdes de
nucleotideos em melitina derivada entre A. mellifera e A. cerana, porém a unica
descrita bioquimicamente até o momento é a melitina-S. Nosso estudo constatou a
presenca de inUmeras isoformas de melitina em apitoxinas de dois apiarios da cidade
de Botucatu (Edgardia e Lageado), através da analise protedmica “shotgun” da fragcao
melitina. Para comprovar a existéncia destas isoformas, as seguintes analises foram
utilizadas: HPLC deteccgdo UV, com 27 isoformas identificadas, LC-MS, 56 isoformas,
sequenciamento ‘de novo’, 33 sequéncias, e protedbmica, 72 sequéncias de isoformas.
A andlise com o Peaks, apresentou 0s novos N-terminais e C-terminais observados
nos espectros de massas do “shotgun”, apontando a correlagdo entre esses dois
métodos. A proposta para o padrdo de substituicdo de aminoacidos para a melitina,
resultantes dos alinhamentos das 72 sequéncias peptidicas obtidas do Peaks,
também corroboram com as variacdes indicadas no “shotgun”. E crucial estar ciente
da existéncia das variacbes dos componentes menores, principalmente na producao
de um soro antiveneno, pois em um ataque de 500-1000 picadas, cerca de 0,5 g de
veneno pode ser injetado e nesta fase as isoformas comecam a desempenhar funcdes

importantes.

Palavras-chave: Apis mellifera, apitoxina, isoformas, melitina.



ABSTRACT

Melittin, the main component of honey bee venom, is responsible for hemolytic activity
and allergic reaction. Studies have identified nucleotide variations in melittin derived
between A. mellifera and A. cerana, but the only one biochemically described so far is
melittin-S. Our study verified the presence of numerous melittin isoforms in apitoxins
from two apiaries in Botucatu city (Edgérdia and Lageado), through shotgun proteomic
analysis of the melittin fraction. To prove the existence of these isoforms, the following
analyses were used: HPLC UV detection, with 27 isoforms identified, LC-MS, 56
isoforms, 'de novo' sequencing, 33 sequences, and proteomics, 72 isoform sequences.
The analysis with Peaks, showed the new N-terminals and C-terminals observed in the
shotgun mass spectra, pointing out the correlation between these two methods. The
proposed pattern of amino acid substitutions for melittin resulting from the alignments
of the 72 peptide sequences obtained from Peaks also corroborate with the variations
indicated in the shotgun. It is crucial to be aware of the existence of the variations of
the minor components, especially in the production of an antivenom serum, because
in a attack of the 500-1000 bites, about 0.5 g of venom can be injected and at this

stage the isoforms start to play important roles.

Keywords: Apis mellifera, apitoxin, isoform, melitin
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1. INTRODUCAO
1.1. Historia, importancia e distribuicdo das abelhas

Registros fosseis indicam que as abelhas surgiram no continente asiatico, a
cerca de 45 milhdes de anos atras, e o uso humano delas remota a 2400 a.C. Na
Grécia antiga, Hipocrates, o pai da medicina, ja utilizava as abelhas para produzir mel
e preservar neste as virtudes de plantas medicinas de seu interesse?.

Os egipcios foram a primeira civilizacdo a empregar potes de barro como
colmeias e transportar abelhas para mais perto de suas casas para que o mel pudesse
ser consumido. Anteriormente, a coleta de mel exigia sair em busca de colmeias, que
frequentemente se encontravam em locais perigosos e colocavam em risco a vida do
coletor, transformando o processo em uma verdadeira caca por esses insetos!2.

O homem vem atribuindo as abelhas enorme importancia devido a diversidade
de recursos que elas podem fornecer, 0 que as torna muito importantes
economicamente, e essa importancia econémica do mel prevalece até os dias de hoje.
Os principais paises exportadores de mel sdo China, Argentina, México, Estados
Unidos e Canada. Outros produtos apicolas que movimentam o mercado incluem a
cera, que é usada nas industrias cosmética, farmacéutica e de velas, propolis, geleia
real, além de as abelhas serem os principais polinizadores das plantas®.

As abelhas do género Apis, que sdo membros da ordem Hymenoptera e
superfamilia Apoidea, originalmente encontradas nativamente na Europa, Africa e
Asia antes de terem sido introduzidas em outras partes do mundo por meio do
homem.* As abelhas da espécie A. mellifera podem ser encontradas em uma
variedade de ambientes, incluindo savanas, desertos, florestas tropicais e areas
costeiras. Devido a diversidade de clima e vegetacdo, muitas subespécies/racas de
abelhas evoluiram, cada uma com suas proprias adaptacdes e caracteristicas Gnicas?.
O padrao taxon6mico moderno da abelha A. mellifera encontra-se no Quadro 1, assim

como sua distribuicdo espacial (Figura 1).



Quadro 1. Taxonomia das primeiras abelhas A. mellifera.

\°

SUBSESPECIE

~ NOME POPULAR |

DISTRIBUICAO

Africa (11 subespécies) |

A. mellifera lamarckii (Cockerell

A. mellifera ruttneri (Sheppard et

1 1906) Abelha egipcia Egito, Suddo
. . . Abelha costeira da -
2 | A. mellifera litorea (Smith 1961) Africa Oriental Quénia
Nigéria, Burquina
3 A. mellifera adansonii (Latreille Abelha da Africa Fasso, Uganda,
1804) Ocidental Tanzénia, Zambia,
Senegal, Sudéo
Quénia, Tanzania,
A. mellifera scutellata (Lepeletier . Uganda, Republica
4 de Saint Fargeau, 1836) Abelha africana da Africa do Sul,
Somalia
A. mellifera monticola (Smith Abelha da} . Montanhas do
5 montanha da Africa - ~
1961) . Quénia, Tanzania
Oriental
. . Regido do Cabo na
A. mellif Eschol B g
6 meliifera capensis (Escholtz Abelha do Cabo Republica da Africa
1822)
do Sul
7 A. mellifera unicolor (Latreille Abelha de Madagascar
1804) Madagascar 9
A. mellifera simensis (Meixner et . -
8 al., 2011) Abelha etiope Etiopia
Marrocos, Argélia,
A. mellifera sahariensis Tunisia, Libia,
o (Baldensperger 1932) Abelha do Saara Mauritania,
Saara Ocidental
A. mellifera intermissa (Maa Marrocos. Libia
10 | 1953) Abelha do Tellian o '
Tunisia
Peninsula Arabica,
A. mellifera jemenitica (Ruttner Chade, Arabia
11 | 1976) Abelha arabe Saudita, Somadlia,

Sudéao, Uganda,
Iémen

Asia Ocidental e Oriente Médio (9 subespécies) \

1929b)

12 al., 1997) Abelha maltesa Malta
A. mellifera syriaca (Skorikov . Siria, Israel, Libano,
13 1929b) Abelha Siria Palestina, Jordania
Franca, Reino Unido,
A. mellifera mellifera (Linnaeus Abelha escura Suu;a,lpa-rte eurf)pela
14 . da RuUssia, Polonia,
1758) europeia .
Dinamarca, Noruega,
Suécia, Irlanda
Montanhas Tian
A. mellifera pomonella (Sheppard . Shan do
15 and Meixner 2003) Abelha Tian Shan Cazaquistéo,
Quirguistao
A. mellifera sinisxinyuan (Chen et . Regido Autbnoma
16 al., 2016) Abelha Xinyuan Uigur da China
17 A. mellifera meda (Skorikov Abelha Persa Ir4, Iraque, Siria,

Turquia



https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303363#b0380
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303363#b0380
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303363#b0380
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303363#b0380
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303363#b0380
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20303363#b0380

Quadro 1. Continuacao

18 A. mellifera caucasia (Pollmann Abelha caucasiana Sul da Russia,
1889) Turquia, Gedrgia
A. mellifera remipes (Gerstacker a Sul da Russia,
19 1862) Abelha armenica Arménia, Ird, Georgia
20 A. mellifera anatoliaca (Maa Abelha da Anatélia Ira, Armenlg, Siria,
1953) Turquia
Europa (13 subespécies)
A. mellifera iberiensis (Engel
21 Abelha espanhola Espanha, Portugal
1999)
A. mellifera macedonica (Ruttner . Bulgaria, Grécia,
22 1988) Abelha macedonica Macedoénia, Ucrania
A. mellifera ligustica (Spinola - .
Abelh I Ital
23 1806) belha italiana talia
Eslovénia, Bulgaria,
: ) I6nia, Austria,
A. mellifera carnica (Pollman . Po ?n.la E‘Stf'a
24 Abelha carniolana Croéacia, Bosnia e
1879) ) L
Herzegovina, Sérvia,
Hungria, Roménia
. . . Abelha dos Ucrania, Bulgaria,
25 | A. mellifera carpathica (Foti 1965) Carpatos Roménia, Moldavia
26 A. mellifera rodopica (Petrov Abelha bilgara Bulgéria
1991)
27 A. mellifera cecropia Kiesenweiter Abelha grega Grécia
1860
29 A. mellifera siciliana (Dalla Torre Abelha siciliana Sicilia
1896)
20 | A. mellifera adami (Ruttner 1975) Abelha cretense Creta
30 | A. mellifera cypria (Pollman 1879) Abelha de Chipre Chipre
A. mellifera artemisia (Engel Abelha da estepe Sul da Russia,
31 A
1999) russa Ucrania
A. mellifera sossimai (Engel . Crimeia, Sul da
32 1999) Abelha ucraniana Réssia, Ucrania
. . L imeia, Sul da
33 | A. mellifera taurica (Alpatov 1935) | Abelha da Crimeia cflmgl UA .
Russia, Ucrania

Fonte: Adaptado de llyasov RA et al. (2020)5.




ELANC WEDE RUSSIA

SWEDEN
FINLAND 14

NORWAY

14).,
14 fron

- -\'u‘.“;%L.,A ] e {g;L,-,,UD

14" 242424 et 32 i

, 2232 (
FRANCE 4 = 24 24225 33233 31 113 . —
> ﬁ4 zg 1819

21/spAIN IT/\I Y% 18 2059
28 h_zL TURKEY{7" 119 19
912 301720 29

IRAQ IRAN
10 35 W

14

ALGERIA

: 10 EGYPT SAUDI
9 ; ARABIA
‘ - . INDIA

MALI NIGER 1

MAFRICAN
REPUBLIC

” SOMALIA

ANGOLA ZAMBIA _—
3 ~

S MADA
NAMIBIA 4 7

Figura 1. As 33 subespécies de abelhas A. mellifera estdo distribuidas espacialmente no mapa. Os
nameros correspondem ao numero da subespécie listadas no Quadro 1.5

As abelhas séo insetos sociais que vivem em col6nias. Estas se organizam em
zangao (macho) e rainha e operarias (fémeas). As operarias sdo responsaveis pelo
equilibrio dos ecossistemas, pois através de sua busca alimento que garante a reserva
de mel e a sobrevivéncia de sua colmeia, realizam a polinizacédo de cerca de 80% das
plantas. Além da polinizacdo, também s&o responsaveis pela variagdo genética na
comunidade vegetal, diversidade floral e sua evolucdo®’. As glandulas da cabeca das

7z

operarias produzem a geleia real, que € uma mistura concentrada de proteinas,
aminoacidos essenciais, lipidios Unicos, vitaminas e outros 8.
Nos ultimos anos tem-se visto um declinio acentuado em colénias de abelhas

meliferas. Estudos apontam que este declinio pode ser causado por inumeros fatores



tanto internos (doencas e problemas nutricionais) como externos (condi¢cdes
climaticas desfavoraveis e uso de agrotoxicos). Esses fatores externos sdo 0os mais
preocupantes, pois sao ocasionados pelo homem e, se ndo forem reconsiderados,
podem causar grandes problemas para a agricultura, ja que as abelhas sédo essenciais
para a polinizacdo e seus beneficios ajudam a impulsionar o mercado global em mais
de US$ 200 bilhdes anualmente®.

1.2. Chegada das abelhas meliferas no Brasil

Em 1938 chegaram ao sudeste do Brasil as primeiras abelhas meliferas vindas da
Europa (A. mellifera ligustica, A. mellifera carnica, A. mellifera caucasica e A. mellifera
mellifera)'®. No ano de 1956 pesquisadores introduziram no Brasil 33 rainhas de A.
mellifera scutellata, a abelha africana, com o intuito de realizar um programa de
melhoramento genético das subespécies oriundas da Europa, buscando seu
desenvolvimento para que fossem mais produtivas e resistentes as condicdes
tropicais do pais!?.

Dessas, 26 colonias fugiram dentro de um ano de sua chegada e, espalharam-
se pela América a uma taxa de 250 a 300 quildmetros por ano, chegando ao México
em 1985 e aos Estados Unidos em 1990 (Figura 2). Essas abelhas cruzaram com as
populacdes de abelhas europeias locais, criando o novo hibrido conhecido como
abelha africanizada. Essa abelha € mais defensiva e tem maior capacidade de
liberacdo de veneno em sua picada, o que pode causar acidentes graves em humanos

e animais domésticos®12,



United States

Figura 2. Avanco da A. mellifera pela a América®.

As abelhas africanizadas tém uma taxa de enxameamento rapida e podem se
reproduzir rapidamente, tornando-as aptas para climas e flora tropicais. O método de
enxame comeca com as operarias reconhecendo o local. Assim, elas comecam a
danca (forma de comunicacdo) e a glandula de Nasonov libera feromonio para
identificar o local de nidificacdo da nova colbnia. Essas caracteristicas foram

essenciais para sua disperséo?s.

1.3. Apitoxina

Filogeneticamente, o sistema do ferrdo originou-se da evolugéo do aparelho
reprodutor. Do ponto de vista prético, este sistema € constituido por dois componentes
distintos: uma estrutura muscular quitinosa que suporta e permite a penetracdo do
ferrdo e posterior inoculagdo do veneno, e uma estrutura glandular que é responsavel

por produzir, armazenar e dispersar o veneno (Figura 3)°.
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Figura 3. Glandula de veneno de uma abelha operaria®.

A secao de glandulas de Koshewnikow que estdo conectadas ao ferrdo em A.
mellifera sdo basicas (Dufour) e acidas (de veneno)!. Estas glandulas acida e basica
estdo ligadas a producéo de veneno, a glandula Koshewnikow na rainha tem funcéo
de produzir ferombnios sexuais para 0s zangdes, ja nas operarias produzem
ferom6nios de alarme. A defensividade dessas abelhas € influenciada por fatores
ambientais e genéticos, incluindo temperatura, pressdo atmosférica e umidade?®.

O veneno produzido pelas abelhas A. mellifera para defender a colonia de uma
variedade de predadores, é conhecido como apitoxina®. Sua composicdo pode variar
de acordo com a subespécie, fase do desenvolvimento e habitos alimentares,
havendo também influéncia do meio de acordo com a sazonalidade®.

A apitoxina contém uma intrincada mistura de peptideos biologicamente ativos,
como melitina e apamina, peptideo degranulante de mastdcitos, adolapina, aminas
como histamina, dopamina e noradrenalina, enzimas como fosfolipase A2,

hialuronidase, varios carboidratos e lipidios (Tabela 1)7:18,



Tabela 1. Componentes da apitoxinals.

Peso molecular (D) Componente Yapeso seco Observacio

=1.000 Peptideos 15 Cadera de até 9 aminodcidos

Histamina, dopamina ¢ noradernalina

Monoaminas 3 Amonodcidos 1solados, carboidratos e
fosfolipidios
Outros 6 Peso seco
Polipetidios Melitina 50 Anti-inflamatono
LO00a 10,000 L e e,
Apamina 2 Anti-inflamatoro
PeptidioMCD 2 Anti-inflamatdrio.
Outros 3 Tertiapina, secapina e cardiopep.
Enzimas Fosfolipase A2 12 Alergénico principal
=10.000 Hiauromidase 2 Alergénico secundano
Outros 3 Fosfatase  dcida, a-glucosidase e

cslerascs.

(58

Outras substincias Adolapina, imibidor de protease

A fosfolipase A2 é a mais ativa neste veneno e apresenta maior capacidade
alergénica na apitoxina'®. De baixa massa molecular, potencial imunogénico
significativo e alta atividade catalitica, essa enzima atua na producédo de mediadores
quimicos, proliferacdo celular, contracdo muscular e processos anti-inflamatérios.
Também possui propriedades antibacterianas e anticoagulantes?°,

A hialuronidase corresponde a cerca de 1-2% do peso seco do veneno, sendo
responsavel por espalhar os componentes do veneno pelos tecidos®?1.

As aminas biogénicas encontradas na apitoxina sdo: histamina, serotonina,
dopamina e noradrenalina. A histamina ocasiona vasodilatacdo e aumenta a
permeabilidade capilar, em niveis elevados pode ativar a liberacédo de adrenalina??.

A apamina é uma neurotoxina de 10 aminoacidos e duas pontes dissulfeto,
representando 2% do peso seco do veneno. Esta provoca efeitos neurotdxicos no
sistema nervoso central e também na medula espinhal de mamiferos, causando
hiperatividade e convulsdes em ratos?42526,

O peptideo degranulador de mastécitos desempenha funcdo no quadro de
intoxicacdo histaminica e € um dos responsaveis pela liberagdo de mediadores de
mastocitos e blastdcitos, como histamina, serotonina, derivados do acido araquidénico

e fatores que atuam sobre plaquetas e eosindfilos?2.



Em casos de acidentes com abelhas africanizadas, a manifestagdo clinica
pode resultar tanto em reacao de hipersensibilidade por uma Unica picada (quadro de
reacao alérgica), envenenamento por poucas picadas (reacdo toxica local), ou por
multiplas picadas (reacdo téxica sistémica)?®. Os sintomas apresentados por suas
vitimas variam de pequenos inchagos locais, a casos de hipersensibilidade,
hemorragias, choque anafilatico e insuficiéncia renal aguda, podendo levar a 6bito?!.

1.4. Melitina

A melitina, principal componente do veneno das abelhas meliferas, possui
massa molar de 2.847,5 Da e representa cerca de 50% da massa seca do veneno.
Apresenta atividade hemolitica e € responsavel pelo quadro de reacéo alérgica. Ela é
formada na abelha durante o processo de sintese a partir de seu precursor, a
promelitina, e posteriormente € formada ainda dentro do corpo da abelha. Esse
peptideo catidbnico € composto por 26 residuos de aminoacidos, tendo uma
extremidade amino-terminal, composta principalmente por aminoacidos hidrofébicos
e outra extremidade carboxi-terminal formada principalmente por aminoacidos
hidrofilicos (Figura 4)7:28,

L 5 10 15 20 25
ly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-GIn

COCOUE U6 [ COROC0 D0 || (L

Figura 4. Sequéncia de aminoacidos da melitina. Em branco os residuos hidrofobicos, em vermelho
os carregados positivamente e em cinza os polares?”.

Quando armazenada na vesicula, a forma tetramérica na qual esta se encontra
diminui sua toxicidade, porém no momento que o veneno € liberado passa a ter uma
alta toxicidade devido a sua forma monomeérica. Esse peptideo pode também adotar
diferentes estados de agregacao dependendo de sua concentracdo, além de associar-
se a fosfolipase A2 aumentando suas funcées cataliticas?%2.

Possui também propriedades antifungicas, antibacterianas, antivirais, anti-
inflamatorias e analgésicas. Outra funcdo é a lise celular seguida de liberacdo de
histamina, j& que esta age como detergente natural diminuindo a tensao superficial da

agua no nivel da membrana plasmatica>30:31,
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Devido a esta vasta &rea de atuacdo e sua alta capacidade, inUmeras
pesquisas sao realizadas com a melitina e se mostram muito eficientes, como por
exemplo em tratamentos de cancer. Segundo Zarrinnahad, H (2018)3%?, a melitina
induz apoptose em varias linhas de células cancerigenas, como cancer de pulméao,
ovario, leucemias, entre outros. Em células cancerigenas do figado a melitina atua
impedindo sua metastase3?:33,

Estudos recentes mostram que a melitina afeta a viabilidade e a ultraestrutura
dos tripanossomideos. Essa apresentou atividade in vitro contra promastigotas de
Leishmania infantum e amastigotas intracelulares, afetando indiretamente este
segundo por meio do efeito imunomodulador de macréfagos®®. Além disso, este
peptideo em sua forma natural foi capaz de afetar o crescimento de formas
epimastigota, tripomastigota e amastigota de Trypanosoma cruzi®*.

Foram identificadas variacdes de nucleotideos em melitina derivada entre A.
mellifera e A. cerana. Essa comparacdo revelou sete substituicdes nucleotidicas
diferentes. Também foi relatado variagcdes de sequéncias localizadas na posicao 10
do aminoacido na melitina em diferentes espécies de abelhas: serina em A. dorsata,
alanina em A. florea e treonina em A. cerana e A. mellifera. Nao foram encontradas
variacdes neste polimorfismo, embora estes sejam funcionais®.

A Unica isoforma de melitina descrita bioquimicamente até 0 momento é a melitina-
S. A abordagem utilizada pela autora Sciani, J. M. et al 3 em 2010 foi capaz de
identifica-la, uma vez que esta se revelava como novo componente majoritario do
veneno. Isto permitiu seu isolamento e sequenciamento quimico por degradacéo de
Edman. Esta isoforma esta presente no veneno ao longo do ano, porém em meses de
inverno no hemisfério sul tem alteracdo em sua porcentagem indo de 1% a 10%,
tornando-se um componente principal do veneno em nivel similar a fosfolipase A2.

Levando em consideracdo que ja se sabe que modificagbes nos transcritos
primarios podem originar em variagdes, & de grande importancia estudar se ha um
padrao de variagdo nessas mutagOes, e se estes apresentam mudancas
caracteristicas sempre em mesma posi¢cdo ou ordem, pois a determinagdo deste
padrdao se mostra relevante para que mais estudos sobre a melitina possam ser
realizados e assim seja possivel cada vez mais desenvolver meios de utiliza-la na
biotecnologia ou fins farmacoldgicos. Além disso, ao desenvolver um método para

isolar tais isoformas da melitina, estes peptideos podem no futuro serem testados
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isoladamente em modelos biolégicos a fim de verificar se possuem atividade biol6gica
intrinseca.

Por outro lado, entender melhor o quanto essas mutacfes interferem na
toxicidade da melitina, trara possibilidades promissoras para a melhoria da soroterapia

antiveneno, por meio de possiveis aprimoramentos no soro antiapilico do CEVAP.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Purificar a melitina do veneno de A. mellifera mantidas na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu (UNESP), verificar se ocorre variagdo
na sequéncia de seus aminoacidos, desenvolver um método eficiente de separacao

das isoformas e verificar se estas variacdes possuem um padrao preferencial.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um método cromatografico para obtencdo das isoformas de
melitina;

Desenvolver metodologia para analisar individualmente tais isoformas por
espectrometria de massas;

Estabelecer se existe um padrédo de variacdo na composi¢cao dos aminoacidos

da melitina.

3. METODOLOGIA

3.1. Local de coleta

Os venenos utilizados foram provenientes de apidrios situados em fazendas na
cidade de Botucatu. A cidade possui uma altitude relativamente elevada, variando de
756 a 920 metros acima do nivel do mar, o que influencia seu clima que é classificado
como subtropical imido, tendo sua temperatura média em torno de 22°C.%’ A Fazenda
Experimental Lageado (Lag) com lat:-22.8412/long:-48.42850 e a Fazenda
Experimental Edgardia (Edg) com lat:-22.8004/l0g:-48.4009, fazem parte da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (UNESP), sendo suas atividades
voltadas para ensino, pesquisa e extens&do2.

As coletas destes venenos foram realizadas por meio de um coletor de

apitoxina, formado por uma placa de vidro com impulsos elétricos leves localizada na
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entrada da colmeia. As abelhas depositando seu veneno na placa como resposta aos
impulsos elétricos. A apitoxina apos seca foi raspada desta superficie e armazenada
em freezer. Sua solubilizacao e filtracdo foram realizadas com solucao salina e filtros
de 0,22um sendo trocado a cada 5 ml para evitar a passagem de contaminantes, e
apos estes procedimentos a amostra foi liofilizada e armazenada em geladeira (2° a
8°C).

3.2. Andlise proteémica “Shotgun” da fragao da melitina

Para a analise de MS, utilizou-se as mesmas amostras da autora Sciani, J. M.
et al.¢, provenientes do apiario da Fazenda Experimental Lageado/Botucatu. Estas
foram dissolvidas em 10 yL de acido férmico (FA) 0,1% e aliquotas de 2 microlitros
foram injetadas em uma coluna Acclaim PepMap™ C-18 de 15 cm x 50 pm (Thermo
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) acoplada ao sistema de nanocromatografia
EASY-nLC 1200 (Thermo Scientific). O conteudo eluido foi inserido automaticamente
em um espectrometro de massa Q Exactive Plus (Thermo Scientific). Os peptideos
foram eluidos em um gradiente linear de 4-40% B1 (Al: 0,1% FA; B1: 80% ACN em
0,1% FA), a 300 nL/min durante 100 min. A voltagem de ionizagao foi ajustada em 2,5
kV e o espectrdmetro de massa foi operado no modo dependente de dados, no qual
uma varredura MS completa foi adquirida na faixa m/z de 300-1.500 seguida de
aquisicdo MS/MS usando dissociacao de colisdo de energia mais alta (HCD) para os
dez ions mais intensos da varredura. Os espectros MS e MS/MS foram adquiridos no
analisador Orbitrap com resolucédo de 70.000 e 17.500 (a 200 m/z), respectivamente.
O tempo maximo de injecdo e o alvo AGC foram definidos para 25 ms e 3,106 para
MS completo e 40 ms e 105 para MS/MS. O limite minimo de sinal para acionar o
evento de fragmentacao, janela de isolamento e energia de colisdo normalizada (NCE)
foram definidos para, respectivamente, 2.5.104 cps, 1,4 m/z e 28. A exclusado de pico
dindmico foi aplicada para evitar o mesmo m/ z de ser selecionado pelos proximos 30

segundos.

3.3. Processamento de dados

Os arquivos RAW foram carregados diretamente no software Peaks Studio
V7.0 (BSI, Canadd) e os dados foram processados para sequenciamento de
peptideos de novo e identificacdo protedmica.?® Os parametros de sequenciamento
peptidico de novo foram: erro MS e MS/MS 10 ppm e 0,01 Da; oxidagc&o de metionina
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e carbamidometilacdo como modificagdo variavel e confianga local média (ALC) 2
95%.

3.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia / Fase Reversa (CLAE/FR)

Para o isolamento das isoformas da melitina do veneno de Apis mellifera foi
utilizado um sistema de HPLC Shimadzu® modelo LC-20AR, equipado com detector
de luz ultravioleta do tipo arranjo de diodos modelo SPD-M20A, constituido por duas
bombas LC-20AR (bombas A e B), um coletor automatico modelo FRC-10A e um
sistema controlador modelo CBM-20A. O controle de aquisicdo de dados foi feito
através do software LabSolution. Todos os solventes orgéanicos utilizados foram de
grau HPLC e a agua Milli-Q obtida em ultrapurificador de agua Milipore®.

O cromatograma foi obtido sob fase reversa, utilizando-se uma coluna
semipreparativa C-18 (20 X 250 mm) (Shimadzu®). O veneno liofilizado, na
concentracdo de 50 mg, foi solubilizado em 1 mL Acido trifluoroacético (TFA) 0,1%
(v/v) e injetado manualmente no sistema com o auxilio de um loop de 2 mL. A eluicdo
das amostras foi feita através de dois solventes: (A) TFA 0,1% (v/v) e (B) TFA 0,1%
(v/v) e Acetonitrila 90% (v/v) através de um gradiente ndo linear de 5% a 70% do
tampéao B por 25 minutos, apés foi feita uma eluicao de 10 minutos com 5% do tampé&o
B. O fluxo utilizado foi de 10 mL/min, sendo coletados 15 mL/tubo. A eluicdo foi
monitorada na absorbancia de 214nm.

Esta metodologia foi desenvolvida pela area laboratorial do Centro de Estudos
de Venenos e Animais Pegonhentos (CEVAP) — UNESP.

3.5 Espectrometria de massas

A caracterizacdo das isoformas de melitina foi realizada por espectrometria de
massas, em um espectrémetro ESI-IT-ToF (Electrospray ionization - lon trap - time of
flight) (Shimadzu Co., Japao) do Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto
Butantan e/ou por espectrometria de massas tipo MALDI-TOF/TOF, em instrumento
Axima Performance (Shimadzu Co. Japédo), também no laboratério de Bioquimica e
Biofisica do Instituto Butantan.

Para as analises ESI, a fracdo foi diluida em solvente (A) acido férmico /
agua (5: 1000) e injetada diretamente no espectrémetro, por injecdo manual, em modo

positivo. Foram utilizados os solventes A e (B) acido férmico / ACN / agua (5: 900:
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100), em fluxo constante de 50 puL/minuto de 50% de B. Foram utilizadas voltagem da
interface de 4,5 KV e voltagem do detector de 1,76 KV, e temperatura de 200° C.

A fragmentacao (MS/MS) das moléculas presentes na fracéo foi induzida por
colisdo com gas argonio.

Analises complementares por LC-MS/MS foram realizadas em uma sistema Q-
TOF Bruker, em colaboracdo com o Departamento de Biofisica da Escola Paulista de
Medicina, Universidade Federal de S&o Paulo.

Para o sequenciamento de peptideos, o ion de interesse foi selecionado e
fragmentado. O espectro gerado foi analisado pelo software Peaks.

A faixa de deteccao utilizada para aquisicao de dados foi de 150 a 1.500 m/z.

4. RESULTADOS
4.1. Shotgun da fracdo da melitina e processamento dos dados

Utilizando uma abordagem protedmica de shotgun na ‘fracdo’ melitina do
veneno, verificamos a presencga de diferentes variantes de melitina, tanto relativas a
possiveis processamentos quanto a substituicdes de aminoéacidos.

As figuras abaixo apresentam o resumo destes resultados:

10

M
£l 7 .Q.E 1213 1415 17 19 2
A M Vs WVAD N R E

EAEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG

Figura 5. Isoformas de melitina detectadas por espectrometria de massas. Numeracao baseada no
peptideo maduro.

Os aminoacidos sobre a sequéncia acima (ex A na posic¢ao 3) foram ‘validados’
pelos experimentos em espectrometria de massas. Lembrando que a Serina na
posicdo 10 ja foi identificada quimicamente em um estudo anterior pela autora Sciani,
J. M. et al®®.
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Novos N-terminais observados (nos espectros de Massa)

GIGAVLEVLTTGLPALISWIERERQQ
DAEADPEAGIGA. . ..
ADFERAGIGA. ..
EAGIGA. ..
AGIGA. ..

Novos C-terminais observados (nos espectros de Massa)

GIGAVLEVLTTGLPALISWIERERQQ
.. -EKRQQG
.. -KROQO-NHZ

Figura 6. Novos N e C-terminais observados nos espectros de massa.

4.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia / Fase Reversa (CLAE/FR)
Os cromatogramas obtidos de ambos os venenos mostraram leves alteracées
(pequenos picos coeluidos com a melitina) entre os tempos 22.8 e 26.5, como

podemos constatar nas figuras 7 e 8.

A) B}

Figura 7. A) Cromatograma da apitoxina coletada na fazenda Edg. B) Cromatograma ampliado das
isoformas da fazenda Edg.

A) B)

Figura 8. A) Cromatograma da apitoxina coletada na fazenda Lag. B) Cromatograma ampliado das
isoformas da fazenda Lag.

Pode-se observar que a apitoxina da fazenda Lag apresentou 4 picos a mais

que a fazenda Edg (Figura 9 e 10). Os picos coletados para posterior analise por
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espectrometria de massas das isoformas foram 28, 29 e 31 da fazenda Lag e 24, 25
e 27 da fazenda Edg, e serdo chamadas de isoformas 1, 2 e 3 futuramente.

mAU Max Intensity : 1.740.939 %
1214nm.4nm B.Cond

2250
90

2000

26

17504
15004

1250
Fs0
1000
] F40
7504
F30

500-]

250

0,0 2s 50 7s 100 125 180 175 200 235 250 215 300 335  min

Figura 9. 29 picos identificados por cromatografia na apitoxina da fazenda Lag.
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Figura 10. 33 picos identificados por cromatografia na apitoxina da fazenda Edg.

A figura 11, contendo a comparacdo de ambas as fazendas, mostra o
comportamento de cada apitoxina durante a corrida. Na apitoxina da fazenda Lag
(rosa) foi detectado em maior concentragao, se comparado com 0s mesmos picos da
fazenda Edg, o primeiro e o terceiro pico (28 e 31), ja na apitoxina da fazenda Edg
(preto) foi detectado o pico 2 (25). Também podemos confirmar essas informagdes na

porcentagem da area na tabela 2.
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Figura 11. A) Comparacgdo dos cromatogramas obtidos das apitoxinas de ambas as fazendas (rosa —
Lag/preto — Edg). B) Comparacéo dos cromatogramas com enfoque nas isoformas da melitina.

As informacdes das duas apitoxinas contendo o tempo de retencdo e a area
em porcentagem de cada pico estdo reunidas na tabela 3. Apesar da diferenca na
guantidade de picos entre as fazendas, é semelhante ao tempo de retencdo quando

comparamos os trés que foram coletados para posterior analise.

Tabela 2. Informagbes do tempo de retencéo e area em porcentagem dos picos coletados.

Apis Lag Apis Edg
Picos Tempode Area(%) Picos Tempode Area (%)
retencao retencéo
28 22,796 1,090 24 22,808 0,940
29 23,553 1,376 25 23,555 1,759
31 26,159 0,090 27 26,357 0,046

4.3. Segunda etapa de cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia / Fase Reversa
(CLAE/FR)

Apo6s a cromatografia liquida os 3 picos de cada fazenda foram coletados

manualmente e submetidos a nova etapa de CLAE, em condi¢gBes analiticas micro
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para desenvolvimento de método, e subsequente andlise por espectrometria de
massas (MS e MS/MS). Os resultados dos cromatogramas, apenas com deteccao UV
para fins de desenvolvimento de método, dessas 6 fracbes contendo as isoformas

podem ser observados nas figuras seguintes:

A)Iso1-Edg . B) Iso 2 - Edg

-

[ N | s

C)Iso 3 - Edg

.
il

Figura 12. A) Cromatogramas em UV das isoformas da Fazenda Edgardia. A) Isoforma 1, B)
Isoforma 2 e C) Isoforma 3.
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Figura 13. Sobreposicéo das isoformas da Fazenda Edgardia.

A)Isol-Lag . B)Iso 2 - Lag

|

C)Iso 3 - Lag

Figura 14. A) Cromatogramas em UV das isoformas da Fazenda Lageado. A) Isoforma 1, B) Isoforma
2 e C) Isoforma 3.
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Figura 15. Sobreposicdo das isoformas da Fazenda Lageado.
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Figura 16. Sobreposicdo de todas as isoformas.

De acordo com a integracdo dos cromatogramas representados acima, foram
detectados 4 picos na fragdo EDO1, 3 picos na fracdo EDO02, 4 picos na fragao EDO3,
5 picos na fracdo LAGO1, 5 na fracdo LAGO02, 4 na fracdo LAGO3 e uma fracdo nao
resolvida na EDGO3 e LAGO03, com um total de 27 isoformas de melitina, conforme
deteccéo por UV.
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Uma vez que o desenvolvimento de método se mostrou eficiente, analises de
LC-MS foram conduzidas nas mesmas condi¢cdes e 0s ions presentes nas diferentes

fracOes (Figura 17) foram deconvoluidos e estdo apresentados na tabela abaixo.

10,000,000)

BPC {1.00)
1697.9169 (99.18)
57121619 ,ss]
1716 4083 (43 76)

507618 7525 (36 43)
45
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35
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‘ il
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140" T Mo 0 1m0’ T 180 T 170 T o T e 200 7 20’ T 20

Figura 17. Detalhe da regido entre 13 e 23 minutos do gradiente de separacéo da fracdo isoforma 1
da fazenda Edgardia, mostrando o cromatograma base (BPC) e alguns cromatogramas de ions
extraidos (valores de m/z no canto superior direito) utilizados na deconvolugéo.

Como apresentado na figura 17, o método analitico desenvolvido separou
fracOes contendo isoformas de melitina, que puderam ser individualmente analisadas,

como apresentado na figura 18.
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Figura 18. Integragdo dos cromatograma entre 18,5 e 19 min, da separa¢éo cromatografica da fracéo
isoforma 3 da fazenda Lageado, indicando a presenc¢a de uma isoforma predominante de melitina
eluindo nesse tempo de retenacao.

De acordo com a resolucdo do espectrbmetro de massas empregado
(~10.000), foi possivel medir o estado de carga deste ion, conforme apresentado na
figura 19.
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Figura 19. Determinacao do estado de carga do ion 570,13. A diferenca de 0,2 m/z corresponde a
um ion com 5 cargas, derivado de um peptideo de 2845,65 Da, que corresponde a propria melitina.
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As analises apresentadas acima foram realizadas para todas as fracdes
cromatograficas separadas conforme apresentado nas figuras 12 A,B,Ce 13 A, B, C
(dados ndo mostrados). As massas moleculares resultantes da espectrometria de
massas ESi foram deconvoluidas manualmente segundo seu tempo de retencéo
considerando até 0,5 Da como mesma massa, e inseridas na tabela 3. Esta também

contém as imagens das deconvolugdes graficas automéaticas.

Tabela 3. Massas moleculares presentes nas fracdes coletados em ambas as fazendas segundo seu
tempo de retengéo.

Tempo de Massas Moleculares (Da) Espectro deconvoluido
retencdo (min) (deconvolucé&o manual) (deconvolucéo gréfica automética)
EDO1
17.2-175 2943.69/2814.64/2786.60/2773.92/ ?Z

2769.58 1

rfan (+100,000) Base Peak: 2,830 88" 7,008

17.5-17.8 2860.62/3146.73/3087.73/2995.67/
2978.66/2943.70/2785.57/2966.93/

2814.62 l ]
ORI S 1) O

T e i

rden (1 000,000 Bass Pesk 390804/ 857

17.8-18.0 2860.60/3087.72/2995.68/2978.66/ =
2936.67/2842.61

rten (x100,000) e Pesic 2,387 BM10750

18.1-18.4 3087.56/2860.61/2844.61/3146.73/
2995.67/2842.63/3069.71

S0 2800 28 2800 2e0 3000 3050 300 MW m00 mass

18.6 -19.1 2845.19/2995.64/2844.61/2559.00/
2517.38 J

b

Ay
m0 mm @m0 Wm0 28w 8 zs0 00 3050 mess

e 0
-
o

EDO2
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17.4-18.2 2995.57/2861.61/2844.62/3209.75/
3146.73/3087.73/2943.71/3089.75/
3047.70
18.3-18.38 2995.56/2844.61/2997.65 ]
- o i,
750 2800 2850 2900 2080 3050 3100 k0 Thess
20.7 -21.7 2995.67/2844.62 .
rt’ninl:dnlzh_*;h:hnbmhﬂ—
EDO3
18.5-19.1 2844.61 "
3 WAA 2
w0 W 7w 7% W0 0 00 0% mes
19.1-19.5 2858.63 e
it ksl
2800 28850 0 5 200 850 2500 mass
19.4 -19.8 2432.89/2433.01 =
" —d, Ll N
2200 2250 2500 /0 2400 450 2%0 280 ‘2600 2650 mass
20.0 — 20.5 3644.35 " {
o gl P
21.0 215 2993.19/2993.62 -

TS 2m0 2w 20 230 300 ;s W00 31 IO mess

LAGO1
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Base Pask 29611915536
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2959.65 "
= in'“.lh = =) u.EL.i. = ~ R~ "R
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:7 o 2000 :% 3000 k0 oo 250 mass
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oo "0 1200 mass
LAGO02
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ai:“am‘nt bl :nh'am g“ﬁ: T
17.6-18.2 2860.61 ‘ T
18.3-18.6 2842.61/2675.55/2559.01 o |
| 1 SN £ A Vo
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GO O T .
3

a
S —
;}—
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(1,000,000}

Bose Peske 2544 B4IB03.441

185-19.1 2844.61
:ﬁﬁnmpmmzﬁ}mﬁnmﬁn‘mﬁ
19.3-19.8 2433.21/2263.86/2219.71
200 - 206 364437 o Base Peak 2,985.45/ 5919
20.8-21.3 3085.98/2939.21/2845.08/3250.26/
2992.62/2938.61
21.3-21.8 2967.89 e T

As massas moleculares variam entre 2219.17 a 3644.98 Da, somando um total

de 56 massas, sendo 29 pertencestes a fazenda Edg, 27 a fazenda Lag e 12 presentes

em ambas (Tabela 4). Esses valores sdo 107% maiores do que as quantidades de

isoformas propostas pela analise por contagem de picos por deteccdo UV, conforme

apresentado acima.

Tabela 4. Massas moleculares (Da) presente nas apitoxinas coletadas nas fazendas.

Fazenda Edgardia (Da)

Fazenda Lageado (Da)

Presente em ambas

2943.69 2808.63 2995.55
2814.64 2959.65 2844.62
2773.92 2996.17 2997.66
2769.58 2953.70 2861.60
3146.73 2675.55 2858.60
3087.73 2263.86 2860.61
2978.66 2219.17 2842.61
2785.57 3644.98 2559.01
2966.93 2939.21 2845.21
2936.67 2938.61 2433.21
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3069.71 3085.98 2992.62
2517.38 2840.60 2786.36
3209.75 2943.70

3089.75 3250.26

3047.70 2967.89

3644.35

2993.82

Como a simples medi¢cdo de massa molecular, mesmo que com alta resolugéao,

como apresentado acima, ndo é suficiente para garantir a identidade de uma

molécula, andlises complementares por LC-MS/MS (com o material biolégico néo

processado, isto é ndo reduzido, ndo alquilado e ndo digerido) foram realizadas em

uma sistema Q-TOF Bruker, em colaboracdo com o Departamento de Biofisica da

Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sao Paulo, sob supervisdo da

Profa. Dra. Maria Aparecida Juliano. As condicfes analiticas foram as mesmas

empregadas anteriormente. Os dados brutos foram convertidos para mzML e

posteriormente analisados pelo software Peaks Studio 7.0, com foco inicial no

processamento para sequenciamento ‘de novo’ dos peptideos presentes na amostra.

Estes resultados estdo apresentados na tabela abaixo.

Tabela 5. Dados da fragmentacdo LC-MS/MS.

EDG 01

Massa m/z : cargas Sequéncia
Molecular/RT

Probabilidade
(%)

2786,63/17.2-17.5 697,66 : 4 LGQVLQVLTTGLPALLMVGGLVLSGPALG 60%
2860,62 /17.5-17.8 716,17 : 4 GLGAVEKVLTTGLPACKDGVLTGLGPGLKP 74%
3146,74/17.5-17.8 787,70 : 4 CGAAGLGAVLQVLTTGLPALLFETLVAGLGQPP 55%
3087,77 /17.5-17.8 772,94 : 4 GWGLQVLQVLTTGLPALLSPTLVQLVAGPF 64%
2995,72/17.5-17.8 749,93 : 4 HALGAVLQVLTTGLPACKLGTTLVGVAAKPP 57%
2978,65/17.5-17.8 745,68 : 4 NSCGAVLKVLTTGLPALLSPSYLVAGLAGPP 78%
2785,55/17.5-17.8 697,41 : 4 LGQVLQVLTTGLDGADLGLGSPLVGAKPP 61%
2936,67 /17.8-18.0 979,90: 3 YVGAVLQVLTTGLPACKLGTTLVGALGKPP 73%
2844,66 / 18.1-18.4 712,7 : 4 AVGAVLQVLTTGLPALLCKGGGLLTGPRVA 79%
EDG 02
Massa m/z : cargas Sequéncia Probabilidade

Molecular/RT (%)
2995,76 / 17.4-18.2 749,93: 4 HALGAVLKVLTTGLPACKLGTTLGLGLGPPK 61%
2861,62/17.4-18.2 716,42 : 4 FPAVLQVLTTGLTLADLGTTHLKVKPE 73%
2844,66 / 17.4-18.2 712,17 : 4 AVGAVLQVLTTGLPALLCKGGGLLMKPPK 85%
3209,81/17.4-18.2 803,45: 4 NHNGLGAVLQVLTTGLPALLLYTLVAVGAAGPP 54%
3087,71/17.4-18.2 772,94 : 4 QDGLQVLQVLTTGLPALLSSASKSVVGGVGPP 55%
2943,70/17.4-18.2 736,94 : 4 VAGAVLVQVLTTGLPCKALGMALVGVLLTH 75%
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3047,71/17.4-18.2 1016,92: 3 RAALMGNKVLTTGLVPVCNGTTLVKLGHGK 64%
EDG 03
Massa m/z : cargas Sequéncia Probabilidade
Molecular/RT (%)
2844,66 / 18.5-19.1 712,16 : 4 GLGAVLQVLTTGLPALLCKGGGLLGTPRVA 76%
2858,66 / 19.1-19.5 715,67 : 4 VAGALLQVLTTGLPALLCNGKLLGTPGVVA 71%
2433,44 1 19.4-19.8 812,14 : 3 LGGAVLQVLTTGLPALLSWLKRQ 91%
2993,68/21.0-21.5 998,89 : 3 CCLGAVLKVLTTGLNALLTTLVQLVAHVM 62%
LAG 01
Massa m/z : cargas Sequéncia Probabilidade
Molecular/RT (%)
2995,72 /18.5-19.1 749,73 : 4 VAGAALGHLVLTTGLCKAPLGTTLVAGVAPPK 55%
2844,66 / 18.5-19.1 712,16 : 4 VAGAVLQVLTTGLPALLCKGGGLLGTPRVA 77%
2861,62 / 20.0-20.7 716,41 : 4 FPAVLQVLTTGLTLADLGTTHLKVLSGP 76%
LAG 01
Massa m/z : cargas Sequéncia Probabilidade
Molecular/RT (%)
2995,65/17.1-17.6 749,92 : 4 PSHGAVLQVLTTGLPACKLGTTLVGVLGFF 57%
2943,67 / 17.1-17.6 736,92 : 4 VAGAVLVAGVLTTGLAPSGSLSTALVAAAKHAA 59%
2786,56 /17.1-17.6 929,86 : 3 HSDLKVLTTGLPALLLCTTLVSVAPAGP 56%
2860,53/17.6-18.2 954,53:3 GLGAVEKVPTTWPALNASTTEVKPVAGAP 75%
2844,65/18.3-18.6 712,16 : 4 VAGAVLQVLTTGLPALLCKGGGLLGTPPKT 79%
LAG 03
Massa m/z : cargas Sequéncia Probabilidade
Molecular/RT (%)
2844,66 / 18.5-19.1 712,16: 4 AVGAVLQVLTTGLPALLCKGGGLLSAPRVA 79%
2433,42/19.3-19.8 812,14 : 3 VAGAVLQVLTTGLPALLSFELKPP 95%
2992,63/20.8-21.3 749,17 : 4 M(+15.99)NGGAVLQVLTTGLPALLSGSGGGLLGAV 55%
TP
2938,57 / 20.8-21.3 735,66 : 4 YTGAVLQVLTTGLPAHMGTCVLGTLPRGL 74%
2938,64 / 20.8-21.3 950,55: 3 TYGAVLQVLTTGLPALLM(+15.99)TELVAVGAPPK 72%

Mesmo que a analise estatistica demonstre que haja boa qualidade espectral
(Figura 20), com baixa dispersao de erro de medi¢do de massa tanto pelo nimero de
espectros atribuidos — PSM - (Figura 21) quanto pela faixa de massa do ion precursor
selecionado (Figura 22), podemos ver que a analise automatica néo foi capaz de
produzir sequéncias similares a melitina e nem valores globais de confianca elevados

(tabela acima).
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Figura 20. Distribuicdo da confianca estatistica (ALC) para 0 sequenciamento de novo baseado nos
dados reais (azul) versus estimativas errdneas (rosa), de acordo com o software Peaks Studio 7.
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Figura 21. Dispersao do erro de massa em fungédo do nimero de espectros medidos

EU. .......................................................................................

25. .......................................................................................

mMass errar (ppm)

O e
500 750 1.000 1,250
miz

Figura 22. Distribuicédo do erro de medicao de massa em funcéo do valor de m/z do ion precursor
selecionado.
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Portanto, a fim de direcionar melhor as analises dos vastos conjuntos de dados
em funcdo do tempo disponivel, optamos por reanalisar os dados pela abordagem
protedmica em um banco de dados obtido para o género Apis a partir do servidor
UniProt, em novembro de 2022. Optamos também pela analise com o algoritmo
SPIDER do Peaks que prop6e ndo apenas modificacdes pds-traducionais mas
também substituicbes de aminoacidos. No entanto, apresentaremos apenas 0S
resultados para as substituicbes de aminoacidos, ja que a validacado de modificacbes
pos-traducionais exigiria uma serie de experimentos complementares.

As sequéncias propostas por protedémica foram analisadas e limitadas a 12
solucdes para cada ion. Estes dados estédo apresentados na tabela 6. As sequéncias
desta em negrito apresentam substituicdes validadas pelo software, de acordo com

0s parametros de analise padrdo empregados.

Tabela 6. Sequenciamento peptidico das fracdes (Peaks).

Sequéncia proposta por protedmica Massa
Algoritmo SPIDER do Peaks Studio molecular
calculada
(Da)

EDGO1
APEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 4495.4073
APEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTNLPALISWIKRKRQQG 4552.4288
APEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 4495.4073
APEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLYALISWIKRKRQQG 4561.4179
DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 3644.0412*
AEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 3586.0357
EADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 3457.9772
ADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 3328.9346
SDPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQ 3343.8437*
DPEAGIGAVLKVLTTGLPALIS 2134.2248
DPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 3257.8975
PEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 3142.8705

EDGO02
EPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 4327.3174
EPEAEADAEADPEEGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 4403.3487
EPEAEADAEADPEAGIGANLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 4342.2920
EPEAEADAEADPEAGIGAALKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 4299.2861
EPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGVPALISWIKRKRQQG 4313.3018
ADAEADPEAYIGAVLKVLTTGVPALISWMKRKHQQ 3806.0188
DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 3644.0412*
PEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 3142.8705
PHMGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQ 3209.8045*
PEAGIGAVLRVLTTGLPALISWMKHKRQQ 3169.7909
PEAGIGAVLKVLTTGLPALIS 2019.1979
PEAGIGAVLKVLTTGLPALISW 2205.2772

EDGO3
MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIK 6318.2924

RKRQQG




MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTQGLPALISWI  6345.3033
KRKRQQG
MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLSTGLPALISWI  6304.2768
KRKRQQG
MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGALLKVLTTGLPALISWI  6332.3081
KRKRQQG
MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEPGIGAVLKVLTTGLPALISWI  6344.3081
KRKRQQG
MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADTEAGIGAVLKVLTTGLPALISWI  6322.2874
KRKRQQG
MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEEDPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWI  6376.2979
KRKRQQG
MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEDGIGAVLKVLTTGLPALISWI  6362.2823
KRKRQQG
EPEPAPEPEAEADAPADPEAGIGAVLKVLTTGLPALMSWIKRKHQQG 4914.5224
EPEPAPEPEAEADAEADPEAGEGAVLKVLTTGLPALISWMKRKRQQG 4999.5388
APEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPAL 31145971
EPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPAMISWIKRKHQQG 4326.2317
LAGO1
DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 3701.0627
DAEADPEAGIGAVLKVLVTGLPALISWIKRKRQQG 3699.0834
DAEADPEAGIGAVLKVLTTGVPALISWIKRKRQQG 3687.0470
DAEADPEAGIGAVLKVLTAGLPALISWIKRKRQQG 3671.0521
DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLYALISWIKRKRQQG 3767.0733
DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLAALISWIKRKRQQG 3675.0470
DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 3644.0412*
AEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 3529.0143
EADPEAGIGAVLRVLTTGLPALVNWVKRKRQQ 3484.9629
ADPEAGIGSVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQ 3343.8437
CDPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQ 3359.8209
DPEWGIGAVLKVLTTGLPAMISWIKRKHQQ 3371.8539
LAGO2
YAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG  5349.7883
YAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGSPALISWIKRKRQQ  5323.7363
G
AEADPHAGIGAVLKVLTTGLPAMISWIKHKRQQ 3535.9448
EADPECGIGEVLKVLTTGLPAMISWIKRKHQQ 3546.8690
EADPEAGIGAVHKVLTTGLPALISWMKRKHQQ 3480.8662
MDPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQG 3444.8736
PEAGIGAVLKVLTTGLP 1634.9606
PETGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQ 3171.7953
PESGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQ 3157.7797
PENGIGAVLEVLTTGLPALISWMKRKHQQ 3185.7382
PENGIGAVLKVLTTGLPAMISWIKHKRQQ 3184.7906
EAGCGAVLKVLTTGLPALISWMKHKRQQ 3034.6571
LAGO3
IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG  5462.8724
IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADTEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ  5466.8673
G
IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPESGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ  5478.8673
G
IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAYIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ  5568.9142
G
IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGALLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ  5476.8880
G
IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVMKVLTTGLPALISWIKRKRQQ  5480.8288

G
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IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ 5462.8724
IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEA%IGAVL KVLTTGLTALISWIKRKRQQ 5466.8673
IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEQGGIGAVL KVLTTGLPALISWIKRKRQQ 5506.8622
IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGGIGAAL KVLTTGLPALISWIKRKRQQ 5434.8411
EPEPAPEPEAEADAEAD PMAGIC?AVLKVLTTG LPAMISWIKRKHQQ 4891.4887
AEADAEADPEVGIGAVLKVLTTGLPAMISWIKRKHQQ 3942.1036

32

As 72 sequéncias obtidas (12 por fracdo) foram entdo compiladas num arquivo

FASTA e submetidas e um alinhamento multiplo pelo algoritmo ClustalW, conforme

apresentado na figura 23.

CLUSTAL 0O(1.2.4) multiple sequence alignment

018 @ - ADAEADPEAYIGAVLKVLTTGVPALISWMKRKHQQ-
060  —mmmmmmmmmmm e EAGCGAVLKVLTTGLPALISWMKHKRQQ-
058 @ - PENGIGAVLEVLTTGLPALISWMKRKHQQ-
021  —mmmmmmmm e PHMGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQ-
052 = e EADPECGIGEVLKVLTTGLPAMISWIKRKHQO-
059 @ --mmmm——— e PENGIGAVLKVLTTGLPAMISWIKHKRQQ-
051 @ - AEADPHAGIGAVLKVLTTGLPAMISWIKHKRQQO-
047  —emmmmmmmm e EADPEAGIGAVLRVLTTGLPALVNWVKRKRQQ-
027 MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLSTGLPALISWIKRKRQQG
039 = e DAEADPEAGIGAVLKVLSTGLPALISWIKRKRQQG
038 —mmmmmmmmmmmm e DAEADPEAGIGAVLKVLVTGLPALISWIKRKRQQG
072 —mmmmmm————= EPEPAPEPEAEADAEADPMAGIGAVLKVLTTGLPAMISWIKRKHQO-
053 @ - EADPEAGIGAVHKVLTTGLPALISWMKRKHQQ-
048  —mmmmmmmmm e ADPEAGIGSVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQO-
022 —mmmmmmmm e PEAGIGAVLRVLTTGLPALISWMKHKRQQ-
057 e PESGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQ-
056 @ —mmmmmmmmmmmm e PETGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQ-
034 —mmmmmm———— EPEPAPEPEAEADAEADPEAGFGAVLKVLTTGLPALISWMKRKRQQOG
030 MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADTEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG
062 —--===—= IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADTEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG
044 - mmmmmmmmmm e DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLAALISWIKRKRQQG
042 —mmmmmmmmmmm e DAEADPEAGIGAVLKVLTTGAPALISWIKRKRQQG
041 e DAEADPEAGIGAVLKVLTAGLPALISWIKRKRQQG
017 e EPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGVPALISWIKRKRQQG
040 @ mmmmmmmmmm e DAEADPEAGIGAVLKVLTTGVPALISWIKRKRQQG
004 @ - APEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLYALISWIKRKRQQG
043  mmmmmmmmmm e DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLYALISWIKRKRQQG
016  ——mmmmmm—mm——————= EPEAEADAEADPEAGIGAALKVLTTGLPALISWIKRKRQQG
071 —====== IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAALKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG
028 MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGALLKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG
066 —-===—= IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGALLKVLTTGLPALI SWIKRKRQQOG
015 @ - EPEAEADAEADPEAGIGANLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG
014 - EPEAEADAEADPEFGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG
002 e APEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTNLPALISWIKRKRQQG
050 —====—-- YAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGSPALISWIKRKRQQG
069 ——==——- IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLTALISWIKRKRQQOG
067 —====—= IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVMKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG
065 —-==——- IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAYIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG
064 —-==——- IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPESGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG

032 MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEDGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG

35
28
29
29
32
29
33
32
59
35
35
46
32
31
29
29
29
47
59
52
35
35
35
41
35
43
35
41
52
59
52
41
41
43
51
52
52
52
52
59
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070 m====—- IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEDGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG 52
029 MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEPGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG 59
026 MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTQGLPALISWIKRKRQQOG 59
063 —-==——- IYAAPEPEPSPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQOG 52
054 @ e MDPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQG 32
036 - EPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPAMISWIKRKHQQG 41
035 = - APEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPAL---—---—-———-— 32
033 == EPEPAPEPEAEADAPADPEAGIGAVLKVLTTGLPALMSWIKRKHQQOG 47
031 MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEEDPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG 59
024 —-mmmmmmmmmmm e PEAGIGAVLKVLTTGLPALISW-———-———— 22
020 —mmmmmmmmmmmm e PEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ- 29
012 - PEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ- 29
009 @ e SDPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWMKRKHQQO- 31
006  mmmmmmmmmm e AEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 34
001 e APEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 43
003 e APEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 43
005 = e DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ- 34
007 mmmmmmmmm e EADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ- 32
008 @ e ADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQO- 31
010 @ - DPEAGIGAVLKVLTTGLPALIS----—-———-— 22
011 e DPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ- 30
013 —mmmmmmmmmmm e EPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 41
019 - DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ- 34
023  —mmmmmmmm e PEAGIGAVLKVLTTGLPALIS-———————— 21
025 MVVYISYIYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG 59
037 mmmmmmmmmm e DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 35
045 @ - DAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ- 34
046  —mmmmmmmm e AEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ- 33
049  ——===——- YAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 51
055 = e PEAGIGAVLKVLTTGLP-—-—-—————————— 17
061 —-=m=——- IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQG 52
068  --===—- IYAAPEPEPAPEPEAEADAEADPEAGIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQOG 52

* * x

Figura 23. Alinhamento multiplo das 72 variantes de melitina identificadas pelo algoritmo SPIDER do
Peaks Studio 7, numeradas sequencialmente de conforme apresentado na tabela 6.

Uma analise um pouco mais detalhada deste alinhamento, conforme realizada
pelo MView 1.6 ilustra que ha diferentes graus de consenso nas conservagfes dos
amino@cidos (figura 24).
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Figura 24. Analise do alinhamento miltiplo das 72 variantes de melitina realizada pelo MView 1.6.

Esta figura evidencia, em branco, os aminoacidos substituidos em relacdo ao
consenso, em verde. Com base nos alinhamentos acima, e ndo levando em conta as
variacbes no processamento N e C-terminais, temos a seguinte proposta para o
padrao de substituicdo de aminoacidos para a melitina, na qual os espacos deixados

em branco correspondem aos pontos preferenciais de substituicdo de aminoacidos.

GIG_VL VL TG_PALISW_K K QO

De maneira interessante, esse resultado corrobora o resultado preliminar,
obtido por meio de uma abordagem ‘shotgun’ e apresentado na figura 5, acima, aqui

reproduzida de maneira modificada:

10

e
3 7 alN 1243 1415 17 13 2
A rA VIS WMWAD INOROE

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ

Figura 5 reproduzida de maneira modificada.

5. DISCUSSAO

Nosso estudo constatou a presenca de inUmeras isoformas de melitina em
ambas apitoxinas, por meio da analise protedmica “shotgun” da fragdo melitina.
Podemos ressaltar como ponto positivo que utilizando um Orbitrap temos muitos
espectros e, portanto, muitos resultados indicativos da presenca de isoformas.
Lembrando que por espectrometria de massas detecta-se aquilo que efetivamente
existe no veneno, em nivel de proteina, e ndo genes transcritos ou mesmo RNAm. Ja
como ponto negativo, temos a ndo separagao das isoformas cromatograficamente,
por este motivo ndo é possivel estimar a real quantidade de isoformas presentes de
fato no veneno e nem sua concentracéo relativa (determinada pela area/altura do pico
em detecgcdo UV), pois em funcdo da elevada sensibilidade do espectrometro de

massa orbitrap mesmo isoformas em baixa concentra¢ao séo detectadas.
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Para comprovar a existéncia dessas isoformas identificadas, seguimos para
CLAE/FR, onde constatamos a presenta de 3 picos coeluidos com a melitina em cada
fazenda (ED 1, 2 e 3/LAG 1, 2 e 3). Estes picos foram coletados, e em uma nova
analise foram detectados 4 picos na fracdo EDO1, 3 picos na fracdo ED02, 4 picos na
fracdo EDO3, 5 picos na fragéo LAGO1, 5 na fragéo LAGO02, 4 na fragdo LAG0O3 e uma
fracdo néo resolvida na EDGO03 e LAGO03, com um total de aparentes 27 isoformas de
melitina, conforme deteccado por UV.

Nas andlises de LC-MS, podemos observar que a figura 19 apresentou um
peptideo derivado da melitina, mostrando que os métodos utilizados foram eficientes
para a separacdo das isoformas. A deconvolugdo manual apresentou massas
moleculares variando entre 2219.17 a 3644.98 Da, constatando a existéncia de 56
massas. Comparando os resultados dos dois métodos utilizados, onde 27 isoformas
foram identificadas por deteccdo UV e 56 pela LC-MS, podemos observar que o
segundo método teve valores 107% maiores do que o primeiro.

Devido a insuficiéncia do método anterior, foi necessaria a analise
complementar de LC-MS/MS que mostrou como ponto positivo uma boa qualidade
espectral e baixa dispersdo de erro de medicdo de massa; porém, como ponto
negativo este método foi incapaz de produzir sequéncias similares a melitina e 89%

dos seus valores de confianca foram inferiores a 80%, mostrando baixa confiabilidade.

Os seguintes passos, que foram reanalizar os dados seguindo uma abordagem
protedmica em banco de dados do género Apis obtido do servidor UniProt, e andlise
com o algoritmo SPIDER do Peaks, apresentaram os novos N-terminais e C-terminais
observados nos espectros de massas do “shotgun”, apontando a correlagdo entre
esses dois métodos. Outra correlacdo entre eles foram os resultados dos
alinhamentos das 72 sequéncias peptidicas obtidas do Peaks, que sugeriu como
proposta para o padréo de substituicdo de amino&cidos para a melitina a alanina (A)
na posicao 4, a lisina (K) na posicéo 7, a treonina (T) na posicdo 10, a leucina (L) na
posicdo 13, a isoleucina (1) na posicao 20 e a arginina (R) nas posicoes 22 e 24. As

substituicdes de K, T e L também s&o confirmados nos resultados do “shotgun”.

Autores como Sciani, J. M. et al.’® e Park, D. et al.®® ja haviam identificado a
presenca de isoformas na melitina. Sciani conseguiram separar cromatograficamente
a isoforma, sequenciar e realizar ensaios bioldgicos. Seu estudo foi capaz de detectar

diferencas significativas no ensaio bioldgico e atribui essas diferencas a uma estrutura
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3D avaliada por dicroismo circular. Ja Park, D. et al.® detectou as isoforma em nivel
de nucleotideos no gene de melitina, tanto em A. mellifera como em A. cerana, e
sintetizou estes peptideos (Melitina-N e Melitina-S). A regido codificadora continha
nove polimorfismos, um dos quais causou uma substituicdo de serina (Ser) por
asparagina (Asp), a Melitina-N, que pode afetar as atividades biol6gicas da melitina.
O outro peptideo sintetizado (Melitina-S) mostrou ter mais efeito citotoxico contra

E.coli do que a Melitina-N.

A autora Sciani, J. M. et al.*® também relata que para que um soro antiveneno de A.
mellifera seja eficaz e proporcione tratamento eficiente as vitimas, é necessaria a
imunizacdo de animais com um pool representativo de venenos de abelhas de
condicBes ambientais diferentes, com estagios de desenvolvimento, época de coleta
e dieta a que o inseto pode ser exposto. Desta forma torna-se crucial estar ciente da
existéncia e variacdo dos componentes menores, pois em um ataque de 500-1000
picadas, cerca de 0,5 g de veneno pode ser injetado e nesta fase as isoformas

comecam a desempenhar func¢des importantes.

6. Conclusbes

1) Um método eficiente de separacao de isoformas foi desenvolvido. Em duas
etapas: 12 no CEVAP — separacao semipreparativa e 22 Butantan — separagao
analitica;

2) Foram encontradas bioquimicamente por HPLC deteccdo UV, 27 isoformas,
por LC-MS, 56 isoformas, por sequenciamento ‘de novo’, 33 sequéncias e por
protedmica, 72 sequéncias de isoformas;

3) A andlise com o Peaks, apresentou os novos N-terminais e C-terminais
observados nos espectros de massas do “shotgun”, apontando a correlagao
entre esses dois métodos;

4) A proposta para o padrédo de substituicdo de aminoacidos para a melitina,
resultantes dos alinhamentos das 72 sequéncias peptidicas obtidas do Peaks,

também corroboram com as variagdes indicadas no “shotgun”.
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7. Etapas futuras

- Reanalisar manualmente os espectros do sequenciamento ‘de novo’ com base nas

interpretagcdes protedmicas, a fim de validar as substituicdes identificadas;

- Isolar cromatograficamente algumas das isoformas e realizar o sequenciamento
quimico por degradacdo de Edman (e/ou a analise de aminoécidos), a fim de

demonstrar bioquimicamente a existéncia destas isoformas;

- Realizar testes bioldgicos (como hemolise, por exemplo) para comparar a poténcia

dos efeitos biolégicos das isoformas em relacao a melitina padréo;

- Avaliar, por dicroismo circular, as porcentagens de estruturas secundarias das

isoformas isoladas;

- Modelar as isoformas identificadas.
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ANEXOS
1. Aprovacéao pelo CEUA/FMVZ
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ATESTADO

Atesto que o Projeto "ESTUDO DA VARIACAO DAS ISOFORMAS DE
MELITINA NO VENENO DE Apis melifera.”" Protocolo CEUA 0199/2021 , a ser
conduzido por Leticia Murback, responsavelorientador Daniel Carvalho Pimenta,
para fins de pesquisa cientifica/ensino - encontra-se de acordo com o0s preceitos da
Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de juho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal - CONCEA.

Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 01/11/2021 a 14/03/2022
Nome Comum/ Espécie / T
Linhagem
Raga
N° de animais machos
N° de animais fémeas
N° de animais sexo indefinido
Peso médio de animais machos.
Peso médio de animais fémeas
Peso médio de animais sexo 0
indefinido
Idade ano(s) e 0 mes(es) e 0 dia(s).
Procedéncia Apiario FMVZ - Botucatu

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 20/10/2021
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