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RESUMO

Blema, Walter Matheus Schneider Blema. Analise da composic¢éo da peconha de Apis mellifera
do Mato Grosso do Sul e os efeitos cinéticos da melitina na atividade da enzima Na, K-ATPase.
(Dissertacdo de Mestrado). Programa Multicéntrico de Pds-Graduacdo em Bioguimica e
Biologia Molecular — PMBgBM, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS,
Campo Grande, MS, Brasil.

No Brasil, as abelhas africanizadas, Apis mellifera, séo responsaveis por um grande nimero de
acidentes envolvendo seres humanos. Tais acidentes possuem maior gravidade em casos de
multiplas ferroadas ou em individuos alérgicos a peconha. A composicdo da peconha das
abelhas varia de acordo com a diversidade genética e fatores ambientais como o clima, estacéo
e alimentacdo. A apitoxina contém mais de 50 moléculas, incluindo a melitina e a fosfolipase
A2 que desempenham papeis importantes na toxicidade. A Na, K-ATPase EC (7.2.2.13) é uma
enzima com diversas fungbes no organismo, desde o balanceamento dos ions até mesmo a
reabsorcdo de agua e sodio nos rins. A melitina foi descrita como um inibidor dessa enzima,
porém o mecanismo de inibicdo é pouco conhecido. Assim, este trabalho teve como objetivo
caracterizar a composicao da peconha de A. mellifera do Mato Grosso do Sul e verificar os
efeitos bioldgicos e bioquimicos da interacdo entre a melitina e a Na, K-ATPase. Para a coleta
da apitoxina, foi desenvolvido um coletor de apitoxina que utiliza 0 método de extracdo por
eletroestimulacéo, totalizando 14 coletas. Sugere-se na peconha de A. mellifera do Mato Grosso
do Sul alguns componentes a partir da eletroforese, como fosfolipase A2, hialuronidase,
fosfatase acida, MRIJP, a-glicosidase e melitina. Foi identificada também atividade
fosfolipasica na apitoxina em ensaios em meios liquido e meio solido. Além disso, observou-
se que a peconha bruta inibiu a atividade da Na, K-ATPase com ICso de 12,39 pug/mL e K, de
12,63 pg/mL. Estudos in silico mostram que a melitina compromete a mudanca conformacional
de E2P para E2 da Na, K-ATPase, e aumenta o comprimento da ligacdo salina entre residuos
de aminoacidos criticos (Glu??® e Arg®®'), além de influenciar a conformacdo de regides de
ligacdo ao Mg*?, um cofator essencial da enzima. Assim, a inibicao verificada in vitro pode ser
explicada pela interagdo entre a melitina e a Na, K-ATPase in silico, que mostra a melitina se
ligando a uma regido préxima ao motivo TGES. Concluindo, a compreensdo desses
mecanismos in silico foi importante para estudar o processo de inibicdo da Na, K-ATPase pela
melitina, contribuindo para estudos sobre os efeitos da pe¢conha nos sistemas nervoso e renal.
Além disso, o estudo da composi¢cdo da apitoxina de A. mellifera do Mato Grosso do Sul
enriquecera o banco de dados de componentes bioquimicos da peconha da abelha africanizada
do Brasil, auxiliando no desenvolvimento de soroterapias e de inovagdes medicinais ou
terapicas utilizando a apitoxina.

Palavras-chave: Apis mellifera; Apitoxina; Na, K-ATPase; Peconha.



ABSTRACT

Blema, Walter Matheus Schneider Blema. Analysis of the composition of Apis mellifera venom
from Mato Grosso do Sul and the kinetic effects of melittin on the activity of the enzyme Na,
K-ATPase. (Dissertacdo de Mestrado). Programa Multicéntrico de Pds-Graduacdo em
Bioquimica e Biologia Molecular — PMBgBM, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
— UFMS, Campo Grande, MS, Brasil.

In Brazil, Africanized honey bees, Apis mellifera, are responsible for a large number of
accidents involving humans. These accidents are more serious in cases of multiple stings or
when there are individuals allergic to the venom. The composition of honey bee venom varies
according to genetic diversity and environmental factors such as climate, season and diet.
Apitoxin contains more than 50 molecules, including melittin and phospholipase A2, which
play important roles in toxicity. Na, K-ATPase EC (7.2.2.13) is an enzyme with several
functions in the body, from balancing ions to reabsorption of water and sodium in the kidneys.
Melittin has been described as an inhibitor of this enzyme, but its inhibition mechanism has
few studies. The objective of this study was to characterize the composition of A. mellifera
venom from Mato Grosso do Sul and to verify the biological and biochemical effects of the
interaction between melittin and Na, K-ATPase. To obtain apitoxin, an apitoxin collector was
developed using electrostimulation extraction method, totaling 14 extractions. By
electrophoresis, some components are suggested in the venom of A. mellifera from Mato
Grosso do Sul, such as phospholipase A2, hyaluronidase, acid phosphatase, MRJP, a-
glucosidase and melittin. In the apitoxin, phospholipase activity was identified in liquid and
solid state assays. Furthermore, crude venom inhibits Na,K-ATPase activity with 1Cso of 12.39
pg/mL and K; of 12.63 pg/mL. In silico studies show that melittin compromises the
conformational change from E2P to E2 of Na,K-ATPase, increases the length of the salt bond
between critical amino acid residues (Glu??® and Arg®®'), and this interaction also influences
the conformation of Mg*?-binding regions, an essential cofactor of the enzyme. Thus, the
inhibition seen in vitro can be explained by the interaction between melittin and Na,K-ATPase
in silico. In that interaction, melittin binds to a region near the TGES motif. In conclusion, the
understanding of these mechanisms in silico was important to clear the process of Na,K-
ATPase inhibition by melittin, contributing to studies on the effects of apitoxin on the nervous
and renal systems. Furthermore, the study of the composition of the venom of A. mellifera from
Mato Grosso do Sul might enrich the database of biochemical components in the venom of the
Africanized honey bee of Brazil, this can help in the development of antivenoms and medicinal
or therapeutic innovations using apitoxin.

Keywords: Apis mellifera; Apitoxin; Na, K-ATPase; Venom.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, as abelhas africanizadas (Apis mellifera) sdo responsaveis por Varios
acidentes com seres humanos, sendo que no ano de 2023 foram notificados 33.317 casos de
acidentes com abelhas no Brasil, sendo que 125 destes casos evoluiram a 6bito (DATASUS,
2024). Segundo o DATASUS, Mato Grosso do Sul notificou 574 casos de acidentes com
abelhas no ano de 2023, com 3 6bitos (DATASUS, 2024). Esses acidentes podem ser fatais,
principalmente quando ocorre uma grande quantidade de ferroadas ou o individuo afetado é
alérgico a peconha das abelhas (MORENO e GIRALT, 2015). Ataques por multiplas ferroadas
envolvem uma grande quantidade de peconha que causa graves danos aos 6rgaos vitais, sendo
o rim o 6rgdo mais afetado (TOLEDO et al., 2018). As abelhas A. mellifera apresentam uma
alta diversidade genética, essa diversidade influencia a composicdo da peconha, além de que as
caracteristicas ambientais também podem influenciar na composicdo da apitoxina, logo, estes
fatores podem alterar os efeitos da peconha em cada individuo (JUNIOR et al., 2010).

Atualmente, ndo ha uma soroterapia especifica disponivel para o tratamento de ferroadas
por abelhas africanizadas, embora um estudo realizado pelo Instituto Butantan esteja em fase
3, que deve durar cerca de 5 anos e ser submetido a ANVISA para a liberacdo de um soro
antiapilico (BARBOSA et al., 2021). Essa problematica traz em énfase a necessidade da
caracterizacdo da composicéo da pegonha da A. mellifera do Mato Grosso do Sul, pois com esse
conhecimento pode ser possivel especificar o tratamento para casos de ferroadas com A.
mellifera do estado.

A toxina de A. mellifera é composta por mais de 50 compostos quimicos identificados
tais como as enzimas fosfolipase A2, fosfolipase B e hialuronidase, os peptideos como a
melitina e suas isoformas, apamina, peptideo degranulador de mastocitos (MCD), secapina, as
aminas como histamina, dopamina, noradrenalina, serotonina e catecolamina, entre outros
componentes (MORENO e GIRALT, 2015; RADY et al., 2017; RATCLIFFE et al., 2011,
SCIANI et al., 2010; SUNG e LEE, 2021). Os componentes mais abundantes na pegonha de
abelhas séo a fosfolipase A2, correspondendo cerca de 11% da peconha bruta, e a melitina, o
principal componente da pegonha bruta correspondendo de 40 a 60% do peso seco (JUNIOR et
al., 2010; SCIANI et al., 2010).

A melitina, é responsavel por inibir proteinas transportadoras de ions ATP-dependente,
as ATPases tipo P (VARFOLOMEEVA et al. 2023). Uma dessas enzimas inibidas pela melitina
é a Na, K-ATPase. Essa enzima apresenta a funcdo do transporte de ions Na* e K*, podendo-se
citar a sua importancia no processo de excitabilidade das células neuronais e a reabsorcéo de

sodio e &gua nos rins. Além disso, a Na, K-ATPase é composta por trés subunidades, a, f € uma



unidade da familia FXYD, também denominada como subunidade y. Essas subunidades
possuem diferentes isoformas com diferentes func¢des no organismo (LINGREL, 2010).

Assim, a identificacdo dos principais componentes da peconha da abelha africanizada
do Mato Grosso do Sul e compreensdo das possiveis diferencas entre a apitoxina da A. mellifera
do estado e de outras regifes do Brasil fomentaria o estudo destes componentes para produgéo
de um soro antiapilico. O estudo das caracteristicas bioquimicas de cada componente isolado
da apitoxina pode permitir sua aplicacdo na saude e biotecnologia. Além disso, a avaliacdo da
melitina da peconha de abelha, suas isoformas, e sua interacdo com uma enzima importante
para o sistema nervoso e renal como a Na, K-ATPase pode auxiliar em tratamentos que seja
necessario inibir a atividade da Na, K-ATPase.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Abelhas

A polinizacdo é um processo ecossistémico essencial para a reproducdo de uma gama
de plantas e as abelhas desempenham um papel importante neste processo, visto que cerca de
70 a 80% das angiospermas sao polinizadas por abelhas (KWAPONG et al., 2010). Além do
interesse ecoldgico, também existe 0 interesse agroecondmico pelas abelhas, uma vez que a
humanidade explora recursos como o mel, pdlen, prépolis, cera, apitoxina e geleia real
(COSTA-MAIA et al., 2010). Vale ressaltar que uma pequena porcentagem de abelhas produz
mel, sendo estas pertencentes ao género Apis, as abelhas meliferas, e a tribo Meliponini, as
abelhas sem ferrdo (SOUZA et al., 2021). As primeiras abelhas solitéarias e abelhas sociais sem
ferrdo, possuem registros fosseis datados no Cretaceo (144 milhdes a 65 milhdes de anos),
surgindo concomitantemente a outros insetos, incluindo as formigas e as vespas (CRANE,
2000).

O corpo das abelhas é composto por cabega, torax e abdome, contendo trés pares de
apéndices locomotores e dois pares de asas no torax, enquanto na cabega se encontra um par de
antenas, um par de olhos compostos, trés ocelos e o aparato bucal (EPAGRI, 2017; MOISSET
et al., 2010). O abdome apresenta seis segmentos em fémeas e sete segmentos em machos, com
diversos pelos ramificados para intensificar a polinizacdo e permitir a protecdo térmica.
Algumas abelhas fémeas possuem um ovipositor modificado em ferréo utilizado para defesa
(HALVACI et al., 2023; MOISSET et al., 2010). Dentre as abelhas sociais, a morfologia se
altera de acordo com a casta a qual pertence. A abelha rainha apresenta um abdome muito mais
desenvolvido por conta de sua funcdo de postura de ovos, enquanto 0 zangdo é maior que as
operarias e apresenta um olfato mais desenvolvido para ser capaz de encontrar a rainha durante
0 voo nupcial (HALVACI et al., 2023).

A ordem Hymenoptera é dividida em duas subordens, Symphyta e Apocrita, 0 grupo
Apocrita representa pela primeira vez na histéria evolutiva de Hymenoptera o desenvolvimento
de sistemas com aparato inoculador de toxinas. Dentro de Apocrita existem dois grupos,
Aculeata e Parasitica, sendo em Aculeata a presenca das superfamilias Vespoidea e Apoidea
(MORENO e GIRALT, 2015).

2.1.1 Familias
As abelhas sdo um grupo de insetos pertencentes a ordem Hymenoptera, superfamilia

Apoidea, subgrupo Anthophila, e compdem mais de 20.000 espécies em todo o mundo



(MULHERN, 2022). O sistema de classificagdo atual definiu sete familias de abelhas, sendo
estas: Andrenidae; Apidae; Colletidae; Halictidae; Megachilidae; Melittidae; Stenotritidae
(BLAIMER etal., 2023; MELO e GONCALVES, 2005). Todas as familias de abelhas possuem
ferrdo e peconha, com excec¢do da tribo Meliponini pertencente a familia Apidae, as abelhas

sem ferrdo, as quais possuem um ferrdo atrofiado (MICHENER, 2007).

2.1.1.1 Andrenidae

Andrenidae é uma das familias que compde o subgrupo Anthophila, tendo cerca de
1.200 espécies e a maioria delas pertencentes ao género Andrena (ASCHER e PICKERING,
2020). As caracteristicas morfoldgicas de identificacdo deste grupo sdo a presenca de um ou
dois pares de suturas na face, lingua curta, espécimes achatados dorsoventralmente e com
abdome oval, com tamanho entre 10 a 20 mm, além de apresentar uma ampla gama de cores,
mas geralmente prevalecendo o marrom ou o preto (STEPHEN et al., 1969; WOOD et al.,
2022). Sdo um grupo de abelhas solitarias chamadas também de abelhas mineiras, por
nidificarem cavando tocas no solo (ASCHER e PICKERING, 2020).

2.1.1.2 Colletidae

Colletidae possui cerca de 2.500 espécies, e a maioria apresenta comportamento
solitario (ALMEIDA et al., 2012). Muitas caracteristicas desse grupo sdo consideradas mais
primitivas por serem compartilhadas com vespas, sendo as caracteristicas mais marcantes do
grupo a presenca de uma glossa bilobada ou bifida, larga e truncada, além de apresentar a

arqueacdo da parte posterior das asas anteriores em dire¢do ao apice (STEPHEN et al., 1969).

2.1.1.3 Halictidae

As abelhas da familia Halictidae também sdo chamadas de abelhas sudoriparas por conta
de sua atragdo com o suor humano, esta familia abrange cerca de 4.400 espécies (MURAO et
al., 2017; SCHWARZ et al., 2007). Podem nidificar no solo ou na madeira, e as espécies podem
apresentar comportamento solitério, eussociais ou parasitas (SCHWARZ et al., 2007).

A familia Halictidae possui representantes muito diferentes entre si, mas compostos por
algumas sinapomorfias como a presenca de longos pré-palpos, que compdem a galea, a auséncia
de mento e submento, a presenca de suturas pré-episternais completas ou parciais e a auséncia

de foveas faciais. Por conta de apresentar algumas caracteristicas comuns préximas a familia



Colletidae, acredita-se que este grupo divergiu em algum momento da historia evolutiva
(STEPHEN et al., 1969).

2.1.1.4 Megachilidae

Megachilidae é uma familia com cerca de 4.000 espécies descritas, que apresentam
como caracteristicas a presenca de duas células submarginais, com suturas na antena
direcionadas para a borda externa dos encaixes antenais e a escopa das fémeas ndo parasitarias
se encontra no esterno abdominal (GONZALEZ et al., 2012; STEPHEN et al., 1969).

2.1.1.5 Melittidae

Melittidae ¢ uma familia com cerca de 200 espécies descritas, e com caracteristicas
semelhantes a familia Andrenidae, diferenciando-se pela auséncia de foveas faciais e placas
subantenais (MICHEZ et al., 2009; STEPHEN et al., 1969). Dentro da familia Melittidae se
encontra espécies raras e restritas a regiao Paleartica, além de ser um grupo de abelhas antigo
com registro fossil datado no Oligoceno (MICHENER, 2007; MICHEZ et al., 2009).

2.1.1.6 Stenotritidae

Menor familia de abelhas, possui cerca de 20 espécies, distribuidas nos dois géneros,
Ctenocolletes e Stenotritus, que estdo geograficamente restritos a Australia (HAAS et al., 2022).
Sdo abelhas peludas, com porte robusto grande a moderado, escopa tibial bem desenvolvida,
glossa curta, espessa e arredondada, fovea facial larga e ndo bem definida e ausente nos machos,
e possuem caracteristicas comuns com algumas abelhas da familia Colletidae (MICHENER,
2007). Os dois géneros pertencentes ao grupo possuem muitos caracteres semelhantes e se
diferenciam na morfologia dos machos (MICHENER, 2007).

2.1.1.7 Apidae

A familia Apidae € composta por cerca de 5.900 espécies, dentro desta familia se
destacam duas tribos, Apini e Meliponini, por possuirem espécimes utilizados na apicultura
(KELBER e SOMANATHAN, 2019; STEPHEN et al., 1969). Dentro de Apidae, existem
abelhas com comportamento solitdrio, mas também existem cerca de 508 espécies com
comportamento social, sendo as abelhas do género Apis, e as abelhas sem ferrdo da tribo

Meliponini as mais estudadas por conta de sua fungéo de polinizacéo, e producao de produtos



apicolas como o mel, propolis, cera e o pdlen (ENGEL et al.,, 2023; KELBER e
SOMANATHAN, 2019). Na historia, a propolis foi utilizada em préticas medicinais antigas
dos indigenas, gregos, romanos, persas e egipcios, sendo muito estudada para sua aplicacdo na
medicina até os dias atuais (KUROPATNICKI et al., 2013; ROJCZYK et al., 2020).

2.1.2 Comportamento das abelhas

As abelhas podem apresentar comportamento solitario, eussocial, parasitario de cria ou
parasitario social, sendo 0 comportamento solitario comum a quase 80% das espécies de abelhas
(Figura 1) (MURRAY et al., 2009; THAMM et al., 2023).

Figura 1. Tipos de comportamentos das abelhas, demonstrando que em sua maioria apresentam

comportamento solitério.

Parasita de cria
(13,0%)

Social
(9,4%)

S

Solitario Parasita
(77,4%) social
(0,3%)

Fonte: Adaptado de DANFORTH et al., 2019.

2.1.2.1 Abelhas solitérias

As abelhas solitarias tendem a ser menos defensivas que as abelhas sociais, haja vista
gue uma unica fémea busca um local adequado e nidifica, realizando a postura de ovos e
buscando alimento (BATRA, 1984; SALEH e RAMIREZ, 2019). Ap6s a oviposi¢ao, 0s ninhos
sdo operculados e abandonados pela fémea, de modo que ndo ocorre sobreposicdo entre as
geragdes (MUNIZ, 2021). O local de escolha para nidificacéo varia entre as espécies, podendo



ser acima ou abaixo do solo, ou em troncos, caules desenvolvidos, paredes ou até mesmo
conchas de caracois (ANTOINE e FORREST, 2021; DANFORTH et al., 2019).

Apesar do conceito de polinizacdo estar vinculado as abelhas sociais, as abelhas
solitarias sdo muito importantes na agricultura, além de realizarem a polinizacdo de culturas
que as abelhas meliferas ndo sdo especializadas, como por exemplo a alfafa (BOSCH et al.,
2021; SILVA et al., 2014). As abelhas do género Peponapis, familia Apidae, sdo abelhas
solitarias que apresentam um comportamento de coleta de pdlen apenas das plantas da familia
Cucurbitaceae, familia de plantas com frutos como abdbora, meldo, melancia e pepino
(GIANNINI et al., 2010).

A aparéncia das abelhas solitérias difere devido as diferentes adaptacGes morfoldgicas
que estas desenvolveram ao longo do tempo para melhor se adaptarem ao seu nicho ecoldgico.
O alargamento dos olhos e dos ocelos em espécies crepusculares e noturnas, ou maior
desenvolvimento da mandibula em espécies que nidificam em troncos é um exemplo dessa
adaptacdo (LAPECO e GONCALVES, 2022).

Em todas as sete familias de abelhas estdo distribuidas abelhas solitarias, sendo as
familias Andrenidae, Colletidae, Megachilidae, Melittidae e Stenotritidaeas que possuem
abelhas com comportamento solitario em sua maioria, enquanto as familias Apidae e Halictidae
apresentam tanto abelhas com comportamento solitario quanto abelhas com comportamento
social (REYNOLDS et al., 2021).

2.1.2.2 Abelhas parasitas de cria

As abelhas parasitas de cria apresentam diversos métodos diferentes para a
sobrevivéncia de sua prole. Esse grupo se estabelece principalmente invadindo ninhos de
abelhas solitarias fechados e depositando seus ovos, esses ovos eclodem e a cria elimina a larva
ou ovo presente, se alimentando posteriormente da reserva de néctar ou pélen (LITMAN, 2019).
Neste caso, as abelhas parasitarias de cria ndo realizam a polinizagdo visto que ndo buscam
alimento e nem constroem um ninho, perdendo durante a evolu¢do do grupo estruturas
responsaveis por esta funcdo, como por exemplo, as estruturas utilizadas para 0 comportamento
de nidificacdo (LITMAN, 2019; SLESS et al., 2022). Um ponto chave para o sucesso evolutivo
estd nas larvas desse grupo que podem apresentar como caracteristica uma mandibula mais
desenvolvida para auxiliar no abate das larvas da abelha hospedeira. Outra estratégia, a abelha
parasita adulta destréi a prole da abelha hospedeira, evitando a competicdo pelo alimento
coletado (LITMAN, 2019; SLESS et al., 2022).



Um exemplo de abelha parasita de cria é a Melecta separata, pertencente a familia
Apidae. Essas abelhas atacam os ninhos de cria do género Anthophora, sendo que sua larva
eclode e elimina as larvas da abelha hospedeira (ROZEN e DING, 2012).

2.1.2.3 Abelhas parasitas sociais

Por outro lado, as abelhas parasitas sociais podem atingir seu objetivo por diferentes
métodos, sendo a estratégia deste grupo de abelhas invadir uma colénia (CINI et al., 2019;
NEUMANN et al., 2001). Em um dos métodos, uma rainha parasita adentra em uma col6nia e
elimina a rainha hospedeira, utilizando entdo do trabalho das operarias para producdo de seus
descendentes (CINI et al., 2019).

A Apis mellifera capensis apresenta um parasitismo social que consiste em as operarias
férteis invadirem colénias hospedeiras de A. mellifera ligustica, ocorrendo a posse desta colnia
por parte das operarias invasoras (NEUMANN et al., 2001). Esta espécie realiza um artificio
onde as operarias também se reproduzem, inviabilizando o sistema onde uma Unica rainha
produz a prole, competindo por meio de feromonios com a rainha hospedeira (DIETEMANN
et al., 2006).

2.1.3 Abelhas sociais

A divisdo de trabalho, cuidado cooperativo das crias e sobreposi¢do geracional sdo
caracteristicas especificas das abelhas sociais, grupo que compreende cerca de 10% das
especies de abelhas (DANFORTH et al., 2019). Existem enxames altamente sociais como por
exemplo o género Apis e também algumas abelhas que apresentam primitivamente conceitos
sociais, como, por exemplo, as abelhas pertencentes a familia Halictinae (DANFORTH, 2002).
Dentro de uma coldnia é possivel identificar trés tipos de papel social, sendo uma Unica rainha,
0s zangoes e as operarias (HALVACI et al., 2023).

A abelha rainha € a Unica fémea dentro da col6nia que atinge a maturidade sexual,
alimentada, com geleia real, desde a fase larval pelas abelhas operarias. A rainha possui o papel
de garantir a continuacdo das geracgdes, colocando de 1500 a 3000 ovos por dia, 7 dias ap0s 0
acasalamento com os zangdes em uma estratégia chamada voo nupcial. Devido a comunicagéo
feromonica enquanto houver uma rainha na col6nia, seus feromonios impedirdo a geracéo de
uma nova rainha, exceto em periodos de enxameacéo — divisao da colénia (AAMIDOR et al.,
2022; HALVACI et al., 2023).



Os zangdes sdo individuos produzidos, geralmente, a partir de um processo denominado
partenogénese, isto é, um 6vulo néo fertilizado, possuindo uma expectativa de vida de 21 a 30
dias (HALVACI et al., 2023). Sua principal funcao dentro da col6nia é o acasalamento e logo
apos o zangao morre ou é expulso da col6nia, por ser um individuo macho ele ndo tem a
capacidade se proteger devido a auséncia do ferrdo, além disso, ndo apresentam estruturas para
coletar alimento. Em geral, os zangdes sd80 maiores que as operarias e mais curto em
comprimento gque a rainha, podendo ter de 500 a 2000 zangBGes em uma colbénia e com maior
abundancia durante os meses de verdo (HALVACI et al., 2023; MCAFEE et al., 2022),

As abelhas operérias sdo alimentadas durante a fase larval com uma mistura de mel e
polen e completam seu desenvolvimento em 21 dias, sendo os organismos mais abundantes
dentro da colénia (HALVACI et al., 2023). As operarias sdo responsaveis por cuidar e alimentar
a rainha, amadurecer o mel, transportar pélen, néctar e &gua para a coldnia, cuidar das crias,
limpar e regular a temperatura de umidade da colmeia, protecéo da col6nia por meio do ataque
a individuos externos, entre outras fungdes que variam conforme a idade da abelha operéria
(HALVACI et al., 2023; RUEPPELL et al., 2007). Vale ressaltar que a defesa da coldnia é
realizada instintivamente pelas operarias, visto que como mencionado anteriormente, 0S
zangdes ndo possuem ferrdo e a rainha ndo sai da col6nia a menos que va acasalar, enxamear,
ou haja abandono do local por toda a col6nia de Apis (HALVACI et al., 2023).

2.2 Apis mellifera

O mais antigo ancestral das abelhas produtoras de mel possui registros datados desde o
Eoceno (55 milhGes de anos). A partir desse ancestral houve a diversificacdo deste grupo com
0 decorrer do tempo se tornando uma espécie extremamente importante nos dias atuais na
apicultura e também na agricultura (SMITH, 2020). O género Apis surgiu por volta do
Oligoceno (38 a 28 milhdes de anos) e se diversificou nas diferentes espécies de abelhas que
colonizam o mundo atualmente (SMITH, 2020). Um exemplo de abelha produtora de mel é a
A. mellifera também denominada de abelha melifera ocidental, € uma especie que apresenta
distribuicido em todo o globo, com excecbes na Antartica e Artica, sendo também
bioindicadores ambientais (CRANE, 2000; KLEIN et al., 2020; RUVOLO-TAKASUSUKI e
SOUZA, 2019; SMITH, 2020). Essa espécie surgiu apenas no inicio do Mioceno (23 a 5
milhdes de anos) com o processo de dispersdo para a Asia e Europa (CRANE, 2000).
Atualmente, a espécie A. mellifera pertence a familia Apidae, ordem Hymenoptera, classe
Insecta, sendo que essa espécie de Apis geralmente ndo ultrapassa 3 cm de comprimento, com

seu corpo dividido em trés partes; cabeca, torax e abdome (Figura 2). Possuem coloragédo
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avermelhada & marrom, com faixas pretas e anéis alaranjados a amarelados em seu abdome, em
seus apéndices locomotores traseiros € possivel evidenciar as corbiculas, estruturas
responsaveis pelo transporte de polen e resinas para a colonia (CAMARGO et al., 2002;
MORTENSEN et al., 2019; RAMOS e CARVALHO, 2007).

Na cabeca estdo localizados os olhos compostos, ocelos, antenas e o aparelho bucal
(probdscide e mandibula) especializado com glandulas internas. No torax, é possivel identificar
0s apéndices locomotores, as asas, e uma grande quantidade de pelos com funcéo de fixacéo do
polen. Alem disso, o apéndice locomotor posterior das operarias contém as cavidades chamadas
de corbiculas responsaveis pela deposicdo e transporte de pélen até a coldnia. No tdrax, também
sdo evidenciadas as estruturas respiratdrias denominadas espiraculos, o esdfago e as glandulas
salivares. No abdome, existem membranas flexiveis que facilitam o movimento das abelhas,
nessa regido € possivel identificar os 6rgdos do sistema digestivo, circulatorio, reprodutor,
excretor, glandulas produtoras de cera e os 6rgdos de defesa (CAMARGO et al., 2002;
HALVACI et al., 2023; MOISSET et al., 2010).

Figura 2. Morfologia simplificada da operaria de A. mellifera.

Asas ) Asas
posteriores
/
TORAX |

/-' . % (ABDOME
CABECAU A A
e g iy, — N
composto | _E‘L.‘;_':'J,;"f}f' YEEN A e

N

| Anterior | [m]
N

[ Apéndices locomotores ]

Fonte: Adaptado de CAMARGO et al., 2002.

O ferrdo de A. mellifera pode ser divido em uma estrutura muscular e quitinosa que
permite a penetracdo do ferrdo e a inoculagdo da pegonha, e em uma regido glandular que é
responsavel pelo armazenamento, producéo e distribuicdo da apitoxina (FERREIRA JR et al.,
2012) (Figura 3). A glandula de peconha possui uma estrutura simples, bifurcada, longa e fina
abrindo-se em um reservatorio ovoide (BRIDGES e OWEN, 1984). A glandula de peconha das
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rainhas possui uma diferenca morfolégica quando comparada as das operarias, sendo mais
bifurcada e com o ducto excretor mais longo, além de possuir um saco de peconha até trés vezes
maior (BRIDGES e OWEN, 1984; ROAT et al., 2006). A glandula de Dufour, nomeada
anteriormente como glandula basica ou alcalina, esta relacionada a pe¢onha, a bainha do ferréo
e as glandulas de Koschevnikov, tendo funcéo ainda incerta. Acreditava-se que sua funcéo era
a producdo do componente alcalino da peconha, porém, sabe-se atualmente que sua fungéo esta
relacionada a lubrificacédo do ferrdo e, na rainha, a producdo de um feroménio de marcacgéo de
ovos (MARTIN et al., 2005; RATNIEKS, 1995). Associado a este complexo do aparelho
inoculador, estdo as glandulas de Koschevnikov e a bainha do ferrdo que sdo as responsaveis
pela producéo e liberagdo do feromonio de alarme. Sabe-se que nas rainhas, a glandula de
Koschevnikov possui uma maior diversidade de componentes quimicos, porém, essa se
degenera apos 1 ano de vida da rainha (BORTOLOTTI e COSTA, 2014).

Figura 3. Estrutura do aparelho inoculador de peconha da abelha A. mellifera.

Glandula de pegonha ————\

Saco de pegonha .~=£7___ pile

Glandula de
Dufour ou Alcalina ~~_

Musculo retratil
angular

Misculos transferidores

Musculos retratores das das placas quadradas

placas quadradas i
Bainha do ferrdo --

Bulbo e valvulas
Lancetas do ferrdo ~=----

Fonte: Adaptado de FERREIRA JR et al., 2012.

Esse conjunto entre ferrdo, saco de peconha e musculos permite que o ferrdo atue de
maneira autbnoma, sem a necessidade da abelha apos a ferroada, com os musculos coordenando
a contracéo para bombear a peconha e perfurar o tecido e o saco de pegonha com o conteudo
que serd injetado a cada segundo (RAMIREZ-ESQUIVEL e RAVI, 2023).

No Brasil, as abelhas europeias foram introduzidas no ano de 1839, com a subespécie

A. mellifera mellifera, sendo posteriormente introduzidas subespécies de A. mellifera oriundas



12

da Itdlia e Austria no final de 1900, respectivamente, A. mellifera ligustica, A. mellifera
caucasica e A. mellifera carnica (CRANE, 2000; KENT, 1988; MODANESI, 2012). A
insatisfacdo dos apicultores com a baixa produtividade das espécies de abelhas existentes e a
dificil adaptacdo das abelhas europeias as condicGes tropicais estimulou os apicultores
brasileiros a buscarem outras subespécies que se adaptassem melhor a regido (GUZMAN-
NOVOA et al., 2020; KENT, 1998). No ano de 1956, houve uma tentativa de aumentar a
atividade apicola, sendo introduzida a abelha africana A. mellifera scutellata no estado de S&o
Paulo por um grupo de pesquisadores liderados por Warwick Estevam Kerr (CRANE, 2000;
FLORES et al., 2017; GUZMAN-NOVOA et al., 2020; KENT, 1988). Warwick E. Kerr e seus
colaboradores trouxeram 62 rainhas de A. mellifera scutellata para Rio Claro, S&o Paulo, sendo
48 rainhas introduzidas com sucesso em col6nias de abelhas europeias e gerando uma prole
abundante e produtiva (CRANE, 2000). Porém, em 1957, abelhas africanas de 26 col6nias
enxamearam e acasalaram com rainhas europeias (ARAUJO et al., 2023; CRANE, 2000). Esse
grupo de abelhas hibridas foi nomeado pelos apicultores como abelhas brasileiras ou abelhas
africanizadas, possuindo uma organizacdo social baseada em uma Unica rainha, zangdes e
operarias (MORTENSEN et al., 2019). Essas abelhas hibridas de A. mellifera scutellata, A.
mellifera ligustica, A. mellifera caucasica, A. mellifera mellifera e A. mellifera carnica, sdo
caracterizadas por um comportamento altamente defensivo e enxameatorio, alta producédo de
mel, alta resisténcia a doencas e parasitas e adaptacao ao clima tropical (ALMEIDA et al., 2011,
CRANE, 2000; FLORES et al., 2017; MOPOSITA et al., 2020; MORTENSEN et al., 2019).
Entre os anos de 1950 e 1960, as abelhas africanizadas se tornaram o tipo predominante de
abelhas, distribuindo-se amplamente pelo Brasil e alcangcando o México em 1986 e os Estados
Unidos em 1990, conforme avangavam cerca de 300 a 500 km por ano (ARAUJO et al., 2023;
CRANE, 2000).

2.3 Acidentes com abelhas

A abelha africanizada possui um grande instinto em defender sua colénia e por ano sdo
registrados muitos acidentes com essas abelhas. Na maioria das vezes, séo pessoas que vivem
na regido rural que recebem multiplas ferroadas que podem ser fatais para o ser humano (CRUZ
et al., 2022). Dados disponiveis no DATASUS mostram que no periodo de 2010 a 2023 foram
registrados 233.856 casos de acidentes com abelhas africanizadas no Brasil, sendo que 732
casos evoluiram para 6bito. Dentre as mortes, estdo individuos que foram atingidos por
multiplas ferroadas e individuos que possuiram manifestagdes clinicas mais intensas por reacéo
alérgica aos componentes da pegonha (DATASUS, 2024; TERCAS et al., 2017). Em Mato
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Grosso do Sul, neste mesmo periodo foram registrados 3.936 casos de acidentes com abelhas
africanizadas contabilizando 12 6bitos notificados (DATASUS, 2024).

Os quadros clinicos de envenenamento se alteram de acordo com a quantidade de
apitoxina inoculada, idade, peso e comorbidades do paciente, sendo entdo classificados em
reacOes inflamatorias locais, manifestacdes alérgicas, choque anafilatico e reagdes toxicas
sisttmicas (PUCCA et al., 2019). Nas reac6es inflamatdrias locais as manifestacoes clinicas sdo
dor aguda e ardente, coceira, vermelhidao e inchaco local que desaparece espontaneamente em
alguns minutos, todavia, as manifestacGes alérgicas causadas por maltiplas ferroadas ou reacédo
alérgica o paciente apresenta como manifestagdes clinicas vermelhiddo e inchago intenso ao
redor da ferroada que cessa espontaneamente apds 10 dias. Em alguns casos o paciente pode
desenvolver urticaria sistémica, prurido, angioedema, vémito e diarreia (LUDMAN e BOYLE,
2015; MORONI et al., 2021; PUCCA et al., 2019; SCIANI et al., 2010). Vale ressaltar que em
caso de manifestacdo alérgica ha uma chance de 5 a 10% da pessoa desenvolver uma reacao
grave em uma futura ferroada (LUDMAN e BOYLE, 2015; TOLEDO et al., 2018). Em alguns
individuos alérgicos a manifestacdo clinica pode evoluir para uma reacdo anafilatica,
apresentando broncoconstri¢do e choque anafilatico (PUCCA et al., 2019). As reacdes toxicas
sistémicas envolvem individuos ndo alérgicos que apresentam multiplas ferroadas (50 ou mais),
resultando como manifestacGes clinicas fadiga, tontura, vomito, diarreia, ndusea, hipertensao,
lesdo hepética, lesdo miocardica, rabdomidlise, insuficiéncia renal aguda, hemdlise e coma
(PUCCA etal., 2019). Cerca de 50 ferroadas simultaneas podem causar envenenamento, e cerca
de 500 ferroadas simultaneas sdo necessarias para considerar uma morte por toxicidade direta,
porém, em criangas entre 30 a 50 ferroadas sdo fatais (FRANCA et al., 1994; PUCCA et al.,
2019). Apds o envenenamento por multiplas ferroadas a recuperagdo completa pode levar 3 a 6
semanas, enquanto o 6bito pode ocorrer dentro de 6 horas a 12 dias por insuficiéncia renal ou
parada cardiaca devido a complicag¢fes do envenenamento (SCIANI et al., 2010).

Os casos de acidentes com abelhas africanizadas ndo se limitam apenas em lesbes
significativas em humanos, mas também em animais domésticos, tais como cdes, gatos e
bovinos que podem ser alvos de um enxame ou uma Unica abelha desencadeando sintomas
anafilatico ou ndo (CALDAS et al., 2013; JUNIOR et al., 2010).

2.4 Peconha da Apis mellifera

A quantidade de peconha inoculada pela glandula ap6s uma ferroada € um fator que
pode auxiliar a diagnosticar os casos por anafilaxia. A A. mellifera consegue inocular pelo
menos 90% do conteddo da glandula de peconha em 20 segundos (SCHUMACHER et al.,
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1994). Um estudo comparativo entre abelhas africanizadas e abelhas hibridas europeias
demonstrou que as abelhas africanizadas conseguem liberar uma maior quantidade de pegonha
que as europeias mesmo possuindo um reservatério de peconha com menor volume (FUNARI
etal., 2001).

A medicina tradicional da Grécia, Egito e Chinesa utiliza a apitoxina para tratamentos
de doencas autoimunes, canceres, doencas de pele, acupuntura, infeccfes, artrite e reumatismo
(DANTAS et al., 2013; SUNG e LEE, 2021). A apiterapia € uma medicina alternativa com uso
de recursos apiterapicos como o mel, geleia real, pdlen e até mesmo a apitoxina. O uso da
apitoxina na acupuntura é denominado apipuntura e utiliza doses industrializadas da toxina com
alta liberacdo local de endorfina, sendo este um anestésico de uso aprovado segundo o
Ministério da Saude (BRASIL, 2018).

O contetido exposto na secdo 2.3 remete aos acidentes com abelhas, considerando as
caracteristicas bioquimicas da apitoxina, € imprescindivel compreender o0 mecanismo de agéo
de cada componente para elucidar sobre os possiveis efeitos benéficos e maléficos da apitoxina.
Todavia, tendo em vista que 0s componentes quimicos que compdem a apitoxina possuem um
potencial terapéutico, torna-se imprescindivel o estudo aprofundado para reconhecer os efeitos
de cada componente no organismo humano (CHEN e LARIVIERE, 2010; RATCLIFFE et al.,
2011). Dentre os componentes presentes na toxina das abelhas ha mais de 50 compostos
quimicos identificados tais como as enzimas fosfolipase A2, fosfolipase B e hialuronidase, os
peptideos como a melitina, apamina, peptideo degranulador de mastocitos (MCD), secapina e
isoformas da melitina, as aminas como por exemplo a histamina, dopamina, noradrenalina,
serotonina e catecolamina, entre outros componentes (BRIDGES e OWEN, 1984; JUNIOR et
al., 2010; MORENO e GIRALT, 2015; RADY etal., 2017; RATCLIFFE etal., 2011; SCIANI
et al., 2010; SUNG e LEE, 2021). A Fosfolipase A2 junto a melitina sdo 0s componentes mais
abundantes na peconha de A. mellifera, correspondendo, respectivamente, 11% e 40 a 60% do
peso seco da peconha (JUNIOR et al., 2010; SCIANI et al., 2010). Os componentes e suas
concentragOes na peconha de A. mellifera podem se alterar de acordo com a esta¢do do ano e
também de fatores como a idade dos individuos (JUNIOR et al., 2010; SCIANI et al., 2010).

Como mostrado na Tabela 1, a pegonha de abelha e de vespa s&o muito semelhantes,
diferenciando-se apenas quanto a alguns peptideos, como, por exemplo, a melitina que esta
presente apenas na peconha da abelha e o mastoparano que é um peptideo predominante na
peconha de vespa (MORENO e GIRALT, 2015).
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Tabela 1. Principais proteinas e peptideos encontrados na peconha de abelha e de vespa.

Peconha de abelha Peconhadevespa Tipoe MM (Da) Composto (%) Toxico
Fosfolipase A2 Fosfolipase A2 Enzima (~18 kDa) 10-12 Sim
Fosfolipase B Fosfolipase B Enzima (~26 kDa) 1 Sim
Hialuronidase Hialuronidase Enzima (~54 kDa) 1.5-2 Sim
Fosfatase Fosfatase Enzima (~60 kDa) 1 N&o
a-Glucosidase a-Glucosidase Enzima (~170 kDa) 0.6 N&o
Melitina - Peptideo (2847 Da) 40-50 Sim
Apamina - Peptideo (2027 Da) 2-3 Sim
Peptideo MCD - Peptideo (2593 Da) 2-3 Sim
- Mastoparano Peptideo (1422 Da) - Sim
Bradicinina Peptideo (1060 Da) - N&o

Fonte: Adaptado de MORENO e GIRALT, 2015.

2.5 Melitina

A melitina € um dos principais componentes da apitoxina, e também o mais letal,
compondo cerca de 40% a 60% da apitoxina, entretanto, este € um peptideo com grande
potencial terapéutico (SCHMIDT, 1995; SON et al., 2007; ZHANG et al., 2024). Como
mostrado na Figura 4, esse peptideo contétm 26 residuos de aminoé&cidos
(GIGAVLKVLTTGLPA-LISWIKRKRQQ-NH_) distribuidos em uma conformacdo de dois
segmentos a-helicoidais. A estrutura geral da melitina é de haste dobrada com um lado apolar
e outro polar (Figura 4B), sendo uma molécula hidrossoluvel, catiénica e anfipatica que pode
ser encontrada em tetrameros (Figura 4C e 4D) (GUHA et al, 2021; TERWILLIGER e
EISENBERG, 1981). Devido sua anfipaticidade e conformagao em a-hélice, a melitina é capaz
de romper as bicamadas fosfolipidicas, promovendo inumeros efeitos nas celulas, sendo a
melitina altamente hemolitica mesmo em baixas concentracdes (RATCLIFFE et al., 2011;
SWIATLY-BLASZKIEWICZ et al., 2020; TERWILLIGER e EISENBERG, 1981). No saco
de peconha da abelha é possivel encontrar a melitina em tetrdmeros, no momento que esta
peconha é liberada este tetramero é dissociado produzindo quatro monémeros (PICOLI et al.,
2017; ZHANG et al., 2024). Estudos demonstram que a melitina atua de forma sinérgica com
a fosfolipase A2, e junto com a hialuronidase sao 0s principais componentes responsaveis pelas
reacOes alérgicas (MORENO e GIRALT, 2015; OWEN, 1979).
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Figura 4. O peptideo mais abundante na peconha de abelhas, a melitina. A) Formula estrutural
da melitina. B) Estrutura secundaria da melitina. C) Melitina em tetrdmeros, viséo frontal. D)
Melitina em tetrdmeros, visao lateral. E) Sequéncia da melitina demonstrando os residuos e

suas caracteristicas bioquimicas.

Sequéncia de aminoacidos
2 3 45 6 7 8 9 1011 121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Melltma.I cavi@viililc: a1 v i NG

D Residuos hidrofobicos . Residuos carregados - Residuos hidrofilicos

Fonte: Elaborado pelo autor com dados extraidos de JAMPILEK e KRALOVA, 2021 e
GIOVAMBATTISTA et al., 2008.

Sendo a melitina o0 componente mais abundante na peconha de A. mellifera diversos
estudos sobre sua a¢do no organismo foram realizados, demonstrando os efeitos terapéuticos
da melitina no tratamento de doengas como aterosclerose, reumatismo e cancer, além de ser
descrito na literatura suas propriedades antifangicas, antibacteriana, antivirais e anti-
inflamatérias (CHOI et al., 2015; MEMARIANI e MEMARIANI, 2020; MORENO e GIRALT,
2015; ZHANG et al, 2024). As células cancerigenas do pulmao, figado, bexiga, prostata, renais,
leucémicas, ovério e glioma foram inibidas in vitro com o uso da melitina (ICso = >1 puM)
(GAJSKI e GARAJ-VROHAYV, 2013; HAIT e LEE, 1985). Dentre os fungos inibidos pela
melitina, é possivel citar Aspergillus (MIC = 1.25 uM), Botrytis (MIC = 60 uM), Candida (MIC
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= 0.4-10 uM), Colletotrichum (MIC = 16 puM), Fusarium (MIC = 0.8-8 uM), Malassezia (MIC
= 0.625-20 pM), Neurospora (ICso = 0.8 pM), Penicillium (MIC = 20 uM), Saccharomyces
(MIC = 0.35-6.25 uM), Trichoderma (MIC = 4-32 uM), Trichophyton (MIC = 2.25-6.3 uM) e
Trichosporon (MIC = 0.63-10 uM) (MEMARIANI e MEMARIANI, 2020). As bactérias
Streptococcus (MIC = 0.78-6.25 pg/mL) e Straphylococcus (MIC = 0.78-6.25 pg/mL) também
foram inibidas pela melitina in vitro, porém, a administracéo in vivo intensificou o processo de
infeccdo bacteriana (CHOI et al., 2015). A melitina de A. mellifera teve atividade anti-viral
contra o virus da herpes simplex tipo 1 e tipo 2 (HSV-1 e HSV-2) in vitro com ICso de 4.9
pg/mL e 4.39 pug/mL respectivamente. Além disso, estudos mostram a atividade da melitina
contra os virus Flaviviridae (2 pg/mL reduziu o titulo de BoHV-1), Herpesviridae (ICso = 4.39-
4.9 uM), Orthomyxoviridae (ECso=1.81 pg/mL para PR8), Picornaviridae (ECso=0.49 pg/mL
para EV-71), Pneumoviridae (ECso = 0.35 pg/mL para RSV), Rhabdoviridae (ECso = 1.18
pg/mL para VSV) e Virgaviridae (5 uM de melitina reduziu em 10% a infectividade do TMV)
(MEMARIANI et al., 2020; PICOLI et al., 2018; PRAPHAWILAI et al., 2024; UDDIN et al.,
2016).

A doenca de Parkinson é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela perda
seletiva de neurbnios dopaminérgicos, e 0 uso da peconha de abelha na acupuntura ja foi
descrito na literatura como benéfico para o tratamento desta doenca (CHO et al., 2012). Kim et
al. (2019) mostraram que o0 uso de fosfolipase A2 da peconha de abelha obteve efeitos de
melhora da funcdo motora e protecdo substancial contra a neurodegeneracgdo, porém, a melitina
purificada ndo alcancou 0s mesmos efeitos. O Alzheimer é outra doencga neurodegenerativa que
afeta a funcdo cognitiva humana. Um estudo que induziu a neurodegeneracdo por meio do
fragmento beta amiloide Ap2s-3s demonstrou beneficios no sistema colinérgico com a
administracdo da melitina, mostrando um carater neuroprotetor da melitina por meio da
regulagdo das vias Nrf2/HO-1 e TrkB/CREB/BDNF em células HT22 (NGUYEN e LEE,
2021).

2.6 Na, K-ATPase (EC (7.2.2.13))

A Na, K-ATPase é uma enzima responsavel por realizar o balanceamento dos ions do
interior e exterior da membrana plasmatica, sendo fundamental para realizar uma diferenca de
potencial elétrico que permite a difusdo do impulso nervoso nas células neuronais. A Na, K-
ATPase é uma enzima que atua contra o gradiente de concentracdo dos ions transportados,
sendo necessario a hidrolise de adenosina trifosfato (ATP) para lancar trés ions de sodio para o

meio extracelular e dois ions de potéssio para o meio intracelular (LINGREL, 2010; SKOU e
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ESMANN, 1992; YONEDA, 2014). Além da funcdo no processo de excitabilidade das células
neuronais, a Na, K-ATPase também gera gradientes em outros 6rgdos do corpo, ndo se
limitando apenas a questao do impulso nervoso do cérebro, mas também atuando na reabsorcao
de sddio e agua do filtrado glomerular no néfron, e participa da atividade de absorcéo de liquido
nos pulmdes e intestino e também, possui uma importante funcdo na regulacdo osmotica das
células (BAGROV et al., 2009; LINGREL, 2010).

Essa enzima possui trés subunidades sendo estas a, f € um peptideo da familia FXYD
(v), sendo que para cada subunidade existem isoformas que modificam a Na, K-ATPase a ponto
de especificar sua funcdo (Figura 5) (LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; LINGREL, 2010).
A subunidade o contém aproximadamente 1000 residuos de aminoacidos, e apresenta massa
molecular de 110 kDa (KAPLAN, 2002). Nesta subunidade ha os sitios de ligacdo para os ions
Na* e K" e também para seu inibidor especifico, a ouabaina. Logo, essa subunidade é a
responsavel pela atividade catalitica, e também apresenta trés dominios funcionais; o dominio
atuador (A), o dominio em que se liga o nucleotideo (N) onde ha os sitios de ligacdo para a
adenosina trifosfato (ATP), e, o dominio que ocorre a fosforilacdo (P) (BLANCO et al., 1994).
O dominio atuador (A) da subunidade A a contém o motivo TGES que participa da
desfosforilagdo da enzima, atuando como um regulador da afinidade da Na, K-ATPase com 0
ATP (MORTH et al., 2009). Vale ressaltar que o motivo TGES atua na desprotonagdo do
aspartato®®® que esta fosforilado na enzima durante o ciclo catalitico, sendo assim, 0 motivo
TGES ¢ altamente conservado na Na, K-ATPase assim como em outras P-ATPases como por
exemplo a Ca*?-ATPase, visto que é uma regido fundamental para o processo de fosforilago e
desfosforilacdo destas enzimas (ANTHONISEN et al., 2006; CLAUSEN et al., 2004,
JORGENSEN et al., 2003). No segmento transmembrana 1 estdo presentes duas glicinas, GIi®3
e Gli %, as quais interagem com os ions Na*e K* e auxiliam no equilibrio da conformacio E,P
descrita posteriormente (EINHOLM et al., 2005).

A subunidade  da Na, K-ATPase é uma glicoproteina tipo 11 que possui funcdo pouco
conhecida, ¢ descrita como capaz de facilitar a integracao e o empacotamento da subunidade o
catalitica recem sintetizada, além de também definir a intensidade da afinidade da subunidade
o com o sddio e o potassio (GEERING, 2008). Tanto a subunidade § quanto a y possuem apenas

um dominio transmembranar, enquanto a subunidade o apresenta dez dominios

transmembranares (ARNAIZ e ORDIERES, 2014).
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Figura 5. Representacdo esquematica da enzima Na, K-ATPase.

Extracelular . . . .

Fonte: Acervo do autor.

Associado as subunidades o e B, ha a subunidade y, um peptideo da familia FXYD. A
familia FXYD é composta por sete membros, FXYD1 (Phospholemman), FXDY2 (subunidade
v da Na, K-ATPase), FXYD3 (marcador tumoral da glandula maméria), FXY D4 (fator induzido
por hormonio corticosterdide), FXYD5 (regulador de canais i6nicos), FXYD6 (regulador de
canais de sodio) e FXYD7 (expressa no cérebro) (BEGUIN et al., 2002; CRAMBERT e
GEERING, 2003; DELPRAT et al., 2007; LI et al., 2023; PIHAKASKI-MAUNSBACH et al.,
2006). Os peptideos da familia FXYD sdo amplamente distribuidos pelos tecidos dos
mamiferos, principalmente nos tecidos que desempenham fungdes de transportar fluidos ou
solutos, ou que possam ser excitaveis (CORTES et al., 2011; CRAMBERT e GEERING, 2003).
A subunidade y pode ou ndo estar presente na estrutura da Na, K-ATPase, sendo considerada
um componente nio essencial dessa enzima (CORTES et al., 2011). E descrito na literatura sua
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funcéo regulatéria, modulando a afinidade da Na, K-ATPase com os ions Na* e K* além de
modular a afinidade com o ATP (ARNAIZ e ORDIERES, 2014; GARCON, 2007).

A Na, K-ATPase ¢ uma enzima que realiza uma fosforilacdo transitéria durante o seu
ciclo funcional, alterando sua conformacédo para aumentar ou diminuir sua afinidade para os
fons Na* e K*, sendo as principais conformacfes dessa enzima os estados E;1 e E> (Figura 6)
(HORISBERGER, 2004).

De acordo com o modelo de Horisberger (2004), o ciclo funcional da Na, K-ATPase
possui 10 etapas, onde a etapa 1 corresponde a enzima na forma E1ATP, na qual os dominios
citoplasmaticos A, N e P estdo afastados e o ATP esta ligado ao dominio N. Trés ions Na* de
origem extracelular se ligam ao sitio de alta afinidade proporcionado pela ligagdo do ATP,
proporcionando uma mudanca na conformacdo que aproxima o fosfato do ATP proximo ao
sitio de fosforilacdo (Etapa 2). Ocorre entdo a hidrélise do ATP resultando na fosforilagdo do
aspartato presente no dominio P, essa fosforilacdo induz uma mudanca conformacional que
resulta no fechamento do canal intracelular e consequente oclusdo dos ions Na™ que estdo
ligados a enzima, logo, neste momento a enzima Na, K-ATPase esta na conformacao E;P(3Na*)
(Etapa 3). Com os ions Na* ligados a enzima é possivel descrever o estado E1P(3Na*) como de
alta energia, que posteriormente é convertido no estado E;P(2Na‘*), nesta conformacéo a
afinidade com os ions Na* diminui, além disso, nesta conformacdo a porta para 0 meio
extracelular é aberta (Etapa 4). A saida do primeiro ion Na* para o meio extracelular induz a
Na, K-ATPase a alterar sua conformacédo que diminui ainda mais a afinidade com os ions Na*
remanescentes, liberando-os (Etapa 5). Essa mudanca na conformacdo da enzima aumenta a
sua afinidade para os ions K* presentes no meio extracelular, de modo que dois ions K* se ligam
a enzima no estado E»P (Etapa 6). A ligacao destes ions resulta na desfosforilagdo do dominio
P, além de alterar a conformacdo da enzima fechando a porta extracelular e resultando na
oclusdo dos ions K*, neste momento a enzima esta na forma E2K (Etapa 7). A ligagdo de uma
molécula de ATP ao dominio N altera a conformacéo da Na, K-ATPase, afastando os dominios
A e P, e diminuindo a afinidade da enzima com os ions K*, além de abrir o portdo para a saida
dos ions (Etapa 8). Com essa diminuicdo da afinidade com os ions K™ a enzima altera a sua
conformagdo da forma E2ATP(2K™) para a forma E1ATP(2K™) (Etapa 9). Apds a saida dos ions
K" para o meio intracelular, a enzima retorna a conformacdo Ei, ainda ligada ao ATP,
finalizando o ciclo de bombeamento de ions e preparada para iniciar um proximo ciclo (Etapa
10).
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Figura 6. Esquema do ciclo funcional da Na, K-ATPase.

Fonte: Adaptado de HORISBERGER, 2004.

2.7 Reguladores de atividade da Na, K-ATPase

A Na, K-ATPase pode ter sua atividade regulada por meio de fatores hormonais,
autocrinos e paracrinos (MCDONOUGH e FARLEY, 1993). Na literatura sdo descritos trés
niveis de regulacdo para a Na, K-ATPase por meio dos horménios, sendo estes a regulacédo do
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Na* celular total, a regulacéo da distribuicdo celular da Na, K-ATPase e a regulacdo da atividade
intrinseca da Na, K-ATPase. A regulacdo do conteudo total de Na, K-ATPase permite que as
células mantenham a sua homeostase, se adaptando continuamente as demandas de transporte
de ions (PIRKMAJER e CHIBALIN, 2019).

Os hormonios sdo responsaveis pela regulacdo da expressao e da atividade enzimatica
da Na, K-ATPase, principalmente por meio da fosforilagdo por proteinas cinases (CORDEIRO
et al., 2024). Sabe-se que a subunidade o da Na, K-ATPase possui diversos residuos de serina,
treonina e tirosina que podem ser fosforilados pelas enzimas cinases (CORDEIRO et al., 2024).
A tiroxina e a aldosterona sdo alguns dos hormonios que regulam a expressdo da enzima Na,
K-ATPase em mamiferos, porém, pode-se citar também as catecolaminas, dopamina,
epinefrina, norepinefrina, horménios tireoidianos e a insulina (CORDEIRO et al., 2024;
PIRKMAJER e CHIBALIN, 2019). A aldosterona estimula a atividade da Na, K-ATPase por
meio do aumento da expressdo desta enzima na superficie celular (FERAILLE e DIZIN, 2016).
Hormonios tireoidianos, como por exemplo, a tiroxina estimula a atividade da Na, K-ATPase
no musculo esquelético (CLAUSEN, 2003; LEI et al., 2003). Compostos como a insulina, a
dopamina e os agonistas adrenérgicos agem modulando a atividade da Na, K-ATPase (LEI et
al., 2003).

A regulacdo da Na, K-ATPase também pode ocorrer pela fosforilagéo reversivel no sitio
ndo catalitico da subunidade o, ou por meio de alteragdes na concentragdo intracelular do Na*
(LEl et al., 2003). O aumento da concentracdo de Na*, K" ou de ambos, aumenta a atividade da
enzima Na, K-ATPase, seja por meio do bombeamento dos ions ou até pela exposicdo a agentes
externos que aumentem ou diminuam a permeabilidade destes ions (CLAUSEN, 2003).

A subunidade v, isto ¢, o peptideo da familia FXYD, mais especificamente o FXYD2,
afeta a cinética enzimatica da Na, K-ATPase de forma diferente, que se altera de acordo com
sua variante FXYD2a ou FXYD2b (CORDEIRO et al., 2024). Apesar disso, ambas as variantes
diminuem a afinidade da Na, K-ATPase com os ions sodio, 0 que regula de forma negativa a
atividade da Na, K-ATPase (CORDEIRO et al., 2024).

2.8 Inibidores da atividade da Na, K-ATPase

Os esteroides cardiotdnicos séo substancias capazes de inibir a enzima Na, K-ATPase.
Esses compostos sdo produzidos por espécies vegetais para defesa, visto que as plantas ndo
possuem a Na, K-ATPase enddgena, logo, ndo sofrem com o efeito tdxico proporcionado pela
inibicdo desta (CLAUSEN et al., 2017; KANAI et al., 2021). Vale ressaltar que algumas

especies de sapos e insetos possuem toxinas que adquirem de plantas por meio da alimentacéo,
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tolerando de certa forma a toxina por meio de mutacGes no gene que codifica a Na, K-ATPase
(CLAUSEN et al., 2017). Dois exemplos de esteroides cardiotdnicos que sdo inibidores
especificos da Na, K-ATPase sdo a digoxina e a ouabaina (XU et al., 2021). O sitio de ligagéo
para os esteroides cardiotonicos se encontra na subunidade o, mais especificamente entre o
primeiro e o segundo, quinto e sexto, e sétimo e oitavo dominio transmembréanico (BAGROV
etal., 2009; OBRADOVIC et al, 2023).

A digoxina é um esteroide cardiotdnico extraido da planta conhecida popularmente
como dedaleira (Digitalis purpurea), sendo também uma substancia reconhecida como potente
inibidor da Na, K-ATPase (SHIM e LIU, 2014). Esse composto tem um histérico de uso para
o tratamento de doencas cardiacas como arritmia e insuficiéncia cardiaca (SHIM e LI1U, 2014).

A ouabaina é uma substancia esteroide, cardiotdnico muito utilizada para tratar arritmias
e insuficiéncia cardiaca. Esta molécula é encontrada em sementes maduras de Strophantus
gratus, mas também é produzida em pequena quantidade pela glandula adrenal em regides do
hipotalamo do organismo humano. Devido ao conhecimento da mesma ligar-se especificamente
a subunidade o catalitica da Na, K-ATPase, ela é amplamente utilizada em estudos como
inibidor especifico dessa enzima (AMARAL, 2006; OU et al.,, 2017; PENG et al., 1996;
QUINTO, 2018). Vale ressaltar que a ouabaina se liga a Na, K-ATPase quando a mesma esta
no estado E2P, isto é, com menor afinidade aos ions Na* e maior afinidade aos ions K*. O sitio
de ligacdo da ouabaina esté localizado na face extracelular da fenda transmembrana por onde
atravessam os ions, realizando uma conformagdo na Na, K-ATPase que “fecha” o portdo
extracelular inibindo sua funcdo (OGAWA et al., 2009).

Estudos anteriores mostraram que a melitina € um inibidor de Na, K-ATPase, de modo
que a acdo desse inibidor pode afetar a atividade sinéptica do individuo e em doses excessivas
levam ao 6bito (BAKER et al., 1995; CHEN e LIN-SHIAU, 1985; CUPPOLETTI e ABBOTT,
1990). Entretanto, é importante investigar se existem diferentes isoformas da melitina de acordo
com subespécie de A. mellifera e como estas agem sobre a Na, K-ATPase. Reconhecer os
efeitos da melitina sobre a Na, K-ATPase e a forma de atuacdo de sua inibicdo complementa os

dados necessarios para compreender 0 modo que a pegonha de A. mellifera atua no organismo.

2.9 Técnicas de separacao de proteinas e predicéo in silico

Sabendo que a melitina é um peptideo, e que a pegonha de Apis mellifera apresenta tanto
peptideos quanto proteinas, é relevante conhecer métodos eficientes de separacdo dessa classe
de compostos moleculares. Uma técnica de separacdo de proteinas ¢ a eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) descrita por Laemmli, U. K. (1970),
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neste caso as amostras sdo primeiramente tratadas com o detergente SDS que ira desnaturar as
proteinas e a envolver em uma carga negativa, para posterirormente serem colocadas em pogos
presentes em um gel de poliacrilamida que desempenhara o papel de uma malha. Por fim, sera
aplicada uma corrente elétrica que ira atrair as proteinas do poco para o polo positivo, visto que
elas estdo carregadas negativamente pelo SDS, sendo entdo separadas pelo tamanho de acordo
com a disposicao da malha do gel de poliacrilamida (Adaptado de LAEMMLLI, 1970).

Outra técnica de separacdo é a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), essa
técnica utiliza uma coluna cromatografica preenchida com uma fase estacionaria, e uma fase
movel que ira carregar a amostra através dessa coluna e consequentemente a separar de acordo
com as caracteristicas da coluna (SNYDER et al., 2011). A espectrometria de massas € uma
técnica que determina a razdo massa e carga (m/z) de espécies ionizadas em formas gasosas,
sendo o espectrémetro de massas um instrumento que contém uma fonte de ions, um analisador
de massas, um detector e um sistema de aquisicdo de dados (CANTU et al., 2008).

Esses métodos descritos acima correspondem a uma das ciéncias émicas, a protedmica,
que busca compreender as interacfes proteicas e suas caracteristicas bioquimicas
(AEBERSOLD e MANN, 2003).

Por outro lado, as técnicas in silico utilizam célculos computacionais para compreender
as proteinas e seus ligantes, sendo necessario conhecer a estrutura da proteina primeiramente,
algo que é possivel atraves de técnicas como a cristalografia, ressonancia magnética nuclear
(RMN) e também de predicdes para moléculas pequenas como a realizada pelo servidor Swiss-
Model (FORLI et al., 2016). Para realizar um Docking molecular além da estrutura da molécula
é necessario um software ou servidor para realizar a interacdo do ligante com a proteina, sendo
possivel encontrar uma gama de ferramentas, como por exemplo o AutoDock, HADDOCK,
SwissDock, ZDOCK, entre outros (FORLI et al., 2016; HONORATO et al., 2024; PIERCE et
al., 2011; BUGNON et al., 2024).
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3. OBJETIVOS

Caracterizar a composi¢do da pegonha de Apis mellifera do Mato Grosso do Sul e

verificar os efeitos biologicos e bioquimicos da interacdo entre a melitina e a Na, K-ATPase.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver um coletor de apitoxina.

Obter e extrair a peconha de Apis mellifera.

Quantificar as proteinas presentes na apitoxina.

Analisar a composicédo proteica da apitoxina.

Avaliar os efeitos da apitoxina e da melitina sobre a atividade da Na, K-ATPase

in vitro e in silico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Confeccdo do coletor de apitoxina
Foi confeccionado um coletor de apitoxina utilizando materiais simples e de facil
acesso. O processo de confecgdo e teste estd descrito no anexo | dessa dissertacdo, enquanto o

depdsito da patente corresponde ao anexo 1.

4.2 Coleta da Apitoxina

A atividade de acesso ao Patrimonio Genetico foi cadastrada no SisGen com nimero de
cadastro A6D6CO06, sendo a coleta da apitoxina realizada na Reserva Particular do Patriménio
Natural (RPPN) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (20°30'27.3"S 54°37'06.1"W),
local onde h& enxames de A. mellifera utilizados para pesquisa e aulas de apicultura. Também
foi realizada uma coleta na fazenda escola da UFMS, proxima a Terenos (20°26'30.651"S
54°50'48.339"W). Em cada coleta, foram necessarios utilizar os equipamentos de protecédo
individual tais como luvas e botas de borracha, macacéo de apicultor ventilado e fumigador. No
local da coleta, o coletor de apitoxina foi ligado e posicionado na entrada da colmeia, sem a
utilizacdo de fumaca, sendo esta utilizada apenas para a dispersar as abelhas ap0s as coletas. O
coletor de apitoxina permaneceu ligado durante 20 minutos em um enxame e 20 minutos em
outro, sem retirar as abelhas do coletor. Apos a coleta, esperou-se 2 horas até que a apitoxina
secasse no vidro do coletor, realizando posteriormente a raspagem da apitoxina com uma lamina
inoxidavel e depositando-a em um microtubo de 1,5 mL. Foram registradas as seguintes
variaveis para a coleta: clima, concentracdo de proteinas (mg/mL), comportamento das abelhas,
lua e peso seco (apitoxina). Quanto ao comportamento das abelhas foram classificadas em
pouco defensivas (1/4 da area do coletor com abelhas), defensivas (1/2 da area do coletor com
abelhas) e muito defensivas (ocuparam toda a area do coletor). Este método de coleta de
apitoxina foi selecionado dentre as opcGes presentes na literatura devido a eficiéncia em relagédo
aos outros métodos, como a extragdo manual (GRAAF et al., 2021; JUNIOR et al., 2010).

4.3 Dosagem de proteinas

O método de Bradford (1976) foi utilizado para determinar a concentracdo de proteinas
nas amostras de apitoxina e Na, K-ATPaser. A albumina de soro bovino (BSA) foi utilizada
como padréo.
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4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

4.3.1 Preparo da amostra

As diferentes amostras de apitoxina foram concentradas em 5 pg/mL. Utilizou-se os
seguintes reagentes para preparo da amostra: solugdo de SDS 10%, azul de bromofenol, -
mercaptoetanol e glicerol (Adaptado de LAEMMLI, 1970). Em um microtubo de 0,5 mL foi
adicionado a amostra em um volume correspondente a concentragéo pretendida. A partir deste
valor foram adicionados um volume igual ao da amostra de solucdo de SDS 10%, um valor que
corresponde a 20% do volume da amostra em azul de bromofenol, um valor que corresponde a
10% do volume da amostra em [B-mercaptoetanol e 4 pL de glicerol. Este contetdo foi

homogeneizado em vortex e armazenado até a aplicacdo no gel.

4.3.2 SDS-PAGE

Os reagentes utilizados para a confeccdo do gel foram os seguintes: solucdo de
acrilamida/bis-acrilamida, tampéo Tris-HCI 3,0M (pH 8,9), tampéo Tris-HCI 1,5M (pH 6,8),
solucdo de persulfato de aménio 10 mg/mL, solucdo de SDS 1%, tetrametiletilenodiamina
P.A.. Para o gel de entrada, utilizou-se todos os reagentes acima com excecao do Tris-HCI 3,0M
(pH 8,9), enquanto para o gel de corrida a exce¢do € o Tris-HCI 1,5M (pH 6,8) (LAEMMLI,
1970). Foram realizados géis de poliacrilamida SDS-PAGE em concentracGes de 10%, 15%,
20% e gradiente (4-20%).

A corrida eletroforética foi realizada em um sistema completo de eletroforese Mini-
PROTEAN Tetra Cell da BIO-RAD, além do tampdo de corrida (Tris-hidroximetil-
aminometano 0,025M, glicina 0,192M, SDS 0,1%, pH 8,3) e das amostras preparadas
anteriormente. Os géis 10% e 15% tiveram a duragdo da corrida de cerca de 2 horas e 30
minutos, enquanato o gel de 20% e gradiente alcangou cerca de 3 horas e 15 minutos de corrida
eletroforética. Todas as corridas eletroforéticas foram realizadas sob uma tensao de 100 volts.

Ap0s o término da corrida eletroforetica, o gel foi colocado em uma solugdo corante
(Coomassie Blue R-250 0,25%, metanol 50% e acido acético 10%), permanecendo durante 2
horas sob agitacdo constante. Posteriormente, o gel foi colocado em solucdo descorante (etanol
30% e &cido acético 10%). O gel foi entdo armazenado em agua destilada contendo azida sodica
e posteriormente seco com solucdo de secagem (Metanol 40% e glicerol 1%) em um sanduiche
de papel celofane especial. Este sanduiche foi colocado sobre uma placa de vidro até a secagem
do gel. Por fim, os géis obtidos também foram fotografados com auxilio de camera de celular e
digitalizados pelo aplicativo CamScanner ou por meio da impressora HP Smart Tank 581.
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4.3.3 Tricina-SDS-PAGE eletroforese para proteinas de baixa massa molecular

Para o preparo do gel foram utilizadas as seguintes solugGes: Acrilamida/Bis acrilamida
(49,5%), Tris 2,0M (24%, pH 8,45), SDS 0,3%, glicerol 100% (0,11%), persulfato de amonio
20% (0,065%) e tetrametiletilenodiamina 100% (0,0325%). O tamp&o do eletrodo (&nodo) é o
Tris 0,2M pH 8,9, enquanto o tamp&o do eletrodo (catodo) corresponde & uma solucdo de Tris
0,1M, Tricina 0,1M e SDS 0,1% pH 8,25 (SCHAGGER e VON JAGOW, 1987).

A corrida eletroforética foi realizada em um sistema completo de eletroforese Mini-
PROTEAN Tetra Cell da BIO-RAD, além de utilizar dois tampdes de corrida diferentes, o
tampdo do eletrodo anodo é colocado abaixo do tampao do eletrodo catodo. As amostras foram
pipetadas nos pocos, a cuba foi fechada e a corrida eletroforética foi iniciada a 100 Volts e
durou cerca de 3 horas e 15 minutos. Por fim, as etapas de revelacdo, secagem e aquisicao das

imagens foram realizadas conforme item 4.3.2.

4.3.4 Determinacdo das massas moleculares relativas

Para identificar a massa molecular das bandas obtidas nos géis foi utilizado o marcador
de massas moleculares Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards — BIORAD
(1610396) que contém proteinas recombinantes marcadas com Strep (10-250 kDa), incluindo
trés bandas de referéncia (25, 50 e 75 kDa). As massas moleculares relativas foram calculadas
por meio de um gréafico da distancia de corrida (cm) pelo logio da massa molecular, obtendo-se
uma reta e dessa foi retirada uma equacéo de primeiro grau (y=ax+b), que permite calcular a

massa molecular relativa das bandas proteicas das amostras.

4.4 Efeito da peconha bruta sobre a atividade da Na, K-ATPase

4.4.1 Obtencéo e preparo da Na, K-ATPase

A Na, K-ATPase obtida pela doagéo do professor Carlos Frederico Leite Fontes (UFRJ).
A Na, K-ATPase foi purificada a partir da medula renal externa de rim de porco pelo método
de JORGENSEN (1974), modificado por JENSEN et al. (1984), o qual inclui um passo de
ativagcdo dos microssomas em presenca de baixas concentracdes do detergente aniénico SDS
(0,04-0,06%). O tampao de homogeneizacéo e armazenamento contém imidazol 12,6M, EDTA
0,625M e sacarose 250M, pH 7,4. Para testar a pureza da preparacao, a atividade ATPasica
desta preparacéo foi ensaiada na presenca de ouabaina (LmM). Para fins de conservacéao de sua
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atividade, a enzima foi mantida em congelador a -20°C, e durante os experimentos, evitou-se

manter a amostra descongelada por muito tempo, sendo mantida em gelo durante o uso (4°C).

4.4.2 Atividade da Na, K-ATPase com e sem peconha bruta

A atividade foi medida num meio reacional contendo EDTA (0,125 mM), NaCl (150
mM), KCI (6,25 mM), MgClz (7,5 mM), Tris-HCI pH 7,4 (37,5 mM) e &gua destilada para
completar o volume final (CARVALHO et al., 2012). Neste experimento, foi utilizada 35 pg
de Na, K-ATPase e como substrato ATP (10 mM). A atividade foi medida em diferentes
condicdes, apenas a enzima (controle), enzima + substrato (ATP), apenas o ATP para identificar
a hidrolise espontanea, apenas peconha bruta com ATP para identificar uma possivel hidrolise
pela pegonha e por fim os testes da enzima com a pegonha bruta nas concentragdes de 10, 13,
15, 18, 20, 30, 40, 50 e 100 pg/mL. As diferentes concentracdes de peconha bruta foram pré-
incubadas por 10 minutos com a Na, K-ATPase. Posteriormente, a reacdo foi iniciada com a
incubacdo do ATP durante 60 minutos e a reacdo foi interrompida com TCA 30%. Para a
quantificacdo colorimétrica do fosfato inorgénico liberado, foram utilizados molibdato de
amonio (10 mM), acetona 100% e &cido citrico (1M). As absorbancias foram lidas em um leitor
de microplacas Spectramax M5 em 355 nm. Para o célculo da atividade especifica da enzima

foi utilizado a seguinte formula:

o o U Média das Absorbancias * FCC
Atividade especifica (—) = Mg
mg t * v * cont. proteico (=)
ml
Onde, FCC é o fator de corre¢do do fosfato, t € o tempo em minutos, v € o volume de
enzima (mL) e cont. proteico é a concentragdo da enzima. Para o célculo do FCC foi utilizado
fosfato de potassio monobaésico (KH2PO.) como padrédo. A atividade da enzima Na, K-ATPase,
foi expressa como a quantidade de nmols liberados de fosfato inorgéanico, por minuto, por mg
de enzima (U/mg).
Por fim, 37,5 uL de KCI foi pipetado ap6s a pré-incubacéo da enzima com a pegonha
bruta. CUPPOLETTI e ABBOTT (1990) demonstrou uma relacéo entre a inibicdo da Na, K-
ATPase pela melitina antes da interacdo com os ions K* e ap6s, discutindo-se uma possivel

inibicdo competitiva com o sitio de ligagéo dos ions K.
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4.4.3 Célculo do K e do ICso da pegonha bruta

O K (constante de inibicdo) é uma medida que determina a eficacia de um inibidor em
bloquear a atividade de uma enzima, o valor de K representa a concentracéo na qual o inibidor
ocupa 50% dos sitios de inibicao. A constante de dissociacdo do complexo enzima-inibidor (K)
foi determinada graficamente conforme descrito por (DIXON, 1953).

O ICso corresponde a concentracdo de peconha que ira inibir 50% da atividade
enzimatica. Os dados obtidos foram plotados no programa Graphpad prism 8 e por meio deste

foi obtido o valor de I1Cso.

4.5 Estudo in silico — Interagdo Na, K-ATPase e melitina.

4.5.1 Determinacdo das estruturas tridimensionais

Para a aquisicdo das estruturas tridimensionais foi utilizado o banco de dados Protein
Data Bank (PDB). Foram entao selecionados PDB’s da melitina (2MW6), ¢ da Na, K-ATPase
em conformacdo E1 (7E1Z), E1P (3WGV), E2 (7E20), E2P (7WZ0) e E2P-Oua (ligada com a
ouabaina) (3A3Y) (GUO et al., 2022; KANAI et al., 2013; KANAI et al., 2022; OGAWA et
al., 2009; PEREKALIN etal., 2015). Os PDB’s escolhidos foram entao corrigidos pelo servidor
Protein Repair e Analysis Server (PRAS) para evitar problemas nas analises seguintes, uma vez
que este servidor retira ions, agua e cadeias de aminoacidos adicionais, além de adicionar
atomos de hidrogénio que estejam faltando (NNYIGIDE et al., 2022).

4.5.2 Preparacéao do docking molecular

O docking molecular foi realizado utilizando o servidor High Ambiguity Driven protein-
protein Docking (HADDOCK). Esta plataforma é utilizada para modelagem de complexos
biomoleculares, suportando conjuntos de multicomponentes de proteinas, peptideos, pequenas
moléculas e &cidos nucleicos, sendo muito utilizado para identificar a relagdo proteina-ligante.
Vale ressaltar que para realizar um docking molecular a estrutura necessita estar no estado
minimo de energia, evitando possiveis geometrias incorretas e desfavoraveis, além de aliviar as
tensdes da molécula. O HADDOCK possui uma etapa implementada em sua programacéo
denominada steepest descend que realiza o processo de minimizacdo energética global das
estruturas implementadas.

O docking molecular envolve uma etapa de previsdo da conformacéo do ligante e sua
posicdo e orientacdo, isto €, a orientacdo da molécula, e uma etapa de avaliacdo da afinidade de

ligacdo (MENG et al., 2011). Logo, a partir do docking molecular é possivel ter diversas
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previsdes de uma estrutura do complexo proteina-ligante por meio de calculos computacionais,
de forma que os resultados dessas conformagdes sdo classificados a partir de uma pontuacéo de
fidelidade, de modo que a melhor pontuacdo entre as amostragens representa a estrutura mais
fiel a realidade. O algoritmo do HADDOCK fornece uma pontuacdo de Z Score, que quanto
mais negativa, mais fiel a realidade ¢ a interac&o entre proteina-ligante (MENG et al., 2011). O
docking molecular pode ser realizado em dois meios diferentes, em meio aquoso ou em meio
de membrana fosfolipidica. Neste estudo foram realizados docking molecular em ambos 0s
meios.

Para iniciar o experimento in silico por meio do HADDOCK, foram selecionados
residuos ativos e passivos com base nos dados experimentais e literarios que sugerem regides
de interacdo, para a melitina foram selecionados todos os residuos, enquanto para a Na, K-
ATPase foram selecionados os seguintes residuos de aminoacidos como possiveis sitios de
interacao: nga, D214, Q225, N233, E327, D334, D3761 -|-371’ -|-378’ F475, K480, K501, p529’ R544, R551,
/252 T610 GOl ARl 710 D74 T8 N8 Y1019 (GATTO et al., 1997; KARLISH et al., 2008;
KROLL et al., 2020; MORTH et al., 2009; OHTA et al., 1986; PILOTELLE-BUNNER et al.,
2009). Estes residuos foram selecionados pois sdo sitios de interacdes entre a Na, K-ATPase e
os ions, Na* e K, ou sitio de ligacdo ao ATP, ou possui alguma funcgao no processo de mudanca
conformacional de E1P para E2. Reconhecer os possiveis locais de ligacdo entre as moléculas
aumenta significativamente a eficiéncia do acoplamento, por tal fato foram escolhidos os
residuos descritos acima (MENG et al., 2011).

4.5.3 Analise das orientacdes pelo software PyMOL

Para identificar a melhor orientacdo gerada pelo HADDOCK foi utilizado o software
PyMOL que demonstra as diferentes posicdes e orientacdes assumidas entre a proteina e o
ligante. De tal modo que este software permitiu reconhecer a melhor orientacdo e gerar uma

imagem da interacdo proteina e ligante, além de calcular o RMSD.

4.5.4 Analise das interacgdes por meio do LigPlot*
Para analise das interagdes foi utilizado o software LigPlot", que determina interacdes
residuo-residuo, desde interacdes hidrofobicas, a ligacbes de hidrogénio, ligacdes dissulfeto e

interagOes salinas.
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4.6 Atividade fosfolipasica da pegonha bruta em meio solido

Para identificar a atividade fosfolipasica, foi utilizado um meio sélido de 4gar (CHEN
et al., 1997). Para preparo deste, foi utilizado CaCl, 0,01M, gema de ovo diluida em solugdo
salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2 na proporcdo 1:3. Além disso, adicionou-se agar
bacterioldgico 1% e de azida de sodio 0,005%. Este meio foi preparado em uma placa de Petri.
Foram realizados experimentos com 50, 100 e 150 pg de peconha bruta, utilizando-se 4
amostras de peconha bruta coletadas em momentos diferentes. Essas concentracdes foram
aplicadas em orificios de 5mm de diametro feitos no gel, seguidos por uma incubacédo a 37°C
durante 24 horas. A formagao de halos translucidos ao redor dos orificios no gel indica atividade
fosfolipésica.

4.7 Atividade fosfolipasica da peconha bruta em meio liquido

Para determinar a atividade fosfolipasica em meio liquido foi utilizado o método
adaptado de De-Haas e colaboradores (1968), que é fundamentado em uma titulacdo
potenciométrica. Para o meio reacional foi utilizado uma emulsdo de gema de ovo (uma gema
de ovo diluida em &gua destilada, com volume final de 50 mL), desoxicolato de s6dio 0,03 M
e CaCl, 0,06 M. Foram entéo realizadas triplicadas, sendo pipetado 100 pL de pegonha de A.
mellifera em uma concentracdo de 1mg/mL. Para determinar os acidos graxos liberados pela
atividade fosfolipéasica, foi utilizado como titulante uma solucéo padrdo de NaOH 1 M em pH
8,0 a temperatura ambiente. Assim, a atividade fosfolipasica foi expressa em microequivalentes
de base (NaOH) consumida por minuto, enquanto a atividade especifica foi expressa pelo
numero de microequivalentes de base consumida por minuto por mg de proteina. Alem disso,
foi utilizado solugédo salina e EDTA para determinar a hidrdlise espontanea e a atividade

catalitica na auséncia de Ca*?, respectivamente.

4.8 Analise estatistica dos dados
Para a analise dos dados foi utilizado o programa GraphPad Prism 8, utilizando testes

de regressao linear simples e ANOVA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta de apitoxina

Foram realizadas 14 coletas com rendimento de 191,5 mg de pegonha bruta (Tabela 2).
Nas Ultimas adaptacOes realizadas no coletor e suas respectivas coletas, obteve-se uma média
de 20,65 mg de peconha bruta por coleta. No caso de coletor intensivo, em que € posicionado
10 quadros (24 cm x 33 cm) contendo o aparato com vidro e componentes para a
eletroestimulacdo dentro da col6nia, resultam em 272 mg de pe¢onha por més, para a subespécie
europeia (SERRINHA et al., 2019). Por outro lado, Benton e colaboradores (1963) descrevem
que dependendo da dimensdo do coletor de apitoxina, da intensidade do enxame e da estacdo
do ano em que foi realizado a coleta, em 40 minutos, € possivel coletar em média 1 g de

apitoxina por coldnia.

Tabela 2. Coletas realizadas no apiario da RPPN da Universidade Federal do Mato Grosso do

Sul. A coleta da Al14 foi realizada no apiario da fazenda escola, préximo a Terenos.

Identificacdo  Data da coleta CO”P entragdo de P?SO SECO da
proteinas (mg/mL) apitoxina (mg)

Al 17/08/2023 0,7075 7,8
A2 20/09/2023 0 -

A3 04/10/2023 1,6622 -

A4 01/11/2023 0 -

A5 22/11/2023 2,7549 -

A6 08/12/2023 0,9809 5,6
A7 02/02/2024 2,7727 17,6
A8 16/02/2024 1,9018 19,6
A9 01/03/2024 2,2285 22,4
Al10 15/03/2024 9,31 17,5
All 28/03/2024 7,0664 26,3
Al2 19/04/2024 4,1218 21,7
Al3 03/06/2024 9,1916 36,3
Al4 11/07/2024 1,9884 16,7

5.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Foram selecionadas as amostras Al, A3, A7, A10, All e Al2 para observar uma
possivel diferenca de composicéo entre as amostras de acordo com o periodo de coleta, isto é,
entre as mais antigas, e as mais recentes. Sendo assim, para uma identificagdo inicial dos

componentes presentes na apitoxina foram realizados géis de poliacrilamida SDS-PAGE e gel
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para proteinas de baixa massa molecular (Tricina-SDS-PAGE), tendo em vista que em
comparagdo ao SDS-PAGE, o gel de Tricina-SDS-PAGE apresenta uma maior resolucéo para
as proteinas de baixa massa molecular. Para evidenciar o maior numero de bandas e conseguir
separar 0s componentes pela sua massa molecular foram realizados géis de poliacrilamida em
quatro diferentes concentragdes, 10% (Figura 7), 15% (Figura 8), 20% (Figura 9) e em gradiente
(4-20%) (Figura 10), além disso, também foi realizado um gel para proteinas de baixa massa
molecular (Figura 11).

Primeiramente, foi realizado um gel de poliacrilamida 10% para de observar um
panorama geral das bandas (Figura 7). No gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% foram
evidenciadas bandas mais intensas na parte inferior do gel correspondendo a massas
moleculares inferiores a 15 kDa para todas as amostras, destacando-se as bandas 14,70, 12,77,
11,1 e 8,73 kDa (Figura 7). Além disso, também é possivel observar em A3 uma banda com

aproximadamente 33,1 kDa.

Figura 7. Analise das proteinas presentes na apitoxina por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS 10% corado em Comassie Brilliant Blue G-250. Foi utilizado 10 pg de
marcador de massa molecular (M) e 5 pg das amostras Al, A3, A7, A10, Alle Al2.

No gel de poliacrilamida 15% também foram evidenciadas bandas inferiores a 15 kDa
(Figura 8). Neste gel também é possivel evidenciar trés bandas diferentes de maior massa
molecular, 49,9, 70,45 e 78,6 kDa. Apesar de haver uma melhor distribuicdo das bandas em
comparacdo ao gel de 10%, este gel ainda ndo foi o mais resolutivo uma vez que as bandas
acima de 100 kDa néo foram visualizadas.
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Figura 8. Andlise das proteinas presentes na apitoxina por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS 15% corado em Comassie Brilliant Blue G-250. Foi utilizado 10 pg de
marcador de massa molecular (M) e 5 pg das amostras Al, A3, A7, A10, Alle Al2.
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A Figura 9 corresponde ao gel de poliacrilamida 20%. Este apresentou algumas bandas

com massas moleculares discrepantes quando comparados com os géis de 10%, 15% e para

proteinas de baixa massa molecular (Figuras 7, 9 e 11).

Figura 9. Andlise das proteinas presentes na apitoxina por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS 20% corado em Comassie Brilliant Blue G-250.. Foi utilizado 10 pg de
marcador de massa molecular (M) e 5 pg das amostras Al, A3, A7, A10, Alle Al2.
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Devido a concentragdo do gel, seus poros sdo muito menores, 0 que impede que
proteinas de alta massa molecular adentrem, como no caso de 100, 150 e 250 kDa presentes no
marcador que ndo foram visualizadas neste gel. Diante disso, é possivel afirmar que as proteinas
de alta massa molecular ndo conseguiram adentrar no gel, e as proteinas de baixa massa
molecular correram uma menor distancia quando comparado aos outros géis. Logo, é possivel
evidenciar algumas bandas presas no topo do gel, entre 70 e 50 kDa. Além disso, neste gel
também é possivel evidenciar duas bandas de menor massa molecular e grande intensidade, em
cerca de 18,3 kDa, e uma banda logo abaixo, com cerca de 12,9 kDa.

Os géis de 10, 15 e 20% foram realizados para tentar separar 0s componentes presentes
na apitoxina de A. mellifera pela massa molecular, porém, os resultados ndo foram téo
resolutivos em nenhum dos géis acima. A separacao das bandas se mostrou complexa, pois nos
géis em que os componentes de alta massa molecular ndo se separaram adequadamente, 0s de
baixa massa molecular foram separados, e vice-versa.

Para resolver a problemética descrita acima, foi realizado um gel de gradiente, no qual
existe um gradiente de concentracdo de acrilamida, que varia de 4% até 20%, podendo assim
melhorar a separacédo tanto dos componentes de alta massa molecular quanto dos de baixa massa
molecular (Figura 10). Quando comparado ao gel de 20% houve uma pequena melhora na
visualizagdo das bandas entre 50 e 75 kDa e, consequentemente, da massa molecular relativa,
visto que ndo houve tanta sobreposi¢do de bandas. Neste gel € possivel observar diversas bandas
qgue nos géis de 10% e 20% ndo estavam tdo evidentes, mostrando um pouco mais da
composicao proteica da peconha de A. mellifera. Ao observar o topo do gel é possivel identificar
3 bandas com 75,03, 73,01 e 65,82 kDa.

Optou-se por realizar tambeém um gel Tricina-SDS-PAGE utilizado para proteinas de
baixa massa molecular (16%), na tentativa de obter uma resolugéo das bandas na regido inferior
do gel (Figura 11). Neste gel, os componentes presentes na pegonha de A. mellifera ficaram
muito mais evidentes quando comparados aos outros, principalmente na regido de baixa massa
molecular. No topo do gel é possivel identificar uma banda de 86,7 kDa. Logo abaixo da banda
de 86,7 kDa, ha uma de 63,3 kDa. Por fim, ha bandas difusas entre 15,1 e 14,77 kDa, entre
13,48 e 11,3 kDa e entre 8,81 e 5,1 kDa (Figura 11).
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Figura 10. Anélise das proteinas presentes na apitoxina por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS em gradiente (4-20%) corado em Comassie Brilliant Blue G-250. Foi
utilizado 10 pg de marcador de massa molecular (M) e 5 pg das amostras correspondentes a
Tabela 2.

A3 Al10 A1l A12
m— 73,01 l
| 65.82
50
49,95
237
25 |
20 19,1
- . - ‘ 1833
155 | ' B 14,26
: 1121
10

Ao comparar as amostras coletadas no apiario da RPPN da UFMS (A1, A3, A7, Al0,
All e Al2) com a amostra coletada na Fazenda Escola, em Terenos (A14), é possivel observar
correspondéncia entre as massas moleculares relativas. Em todas as amostras foi possivel
observar bandas intensas na regido entre 16.08 e 13,48 kDa, com exce¢do da amostra 12. Além
disso, também foi possivel identificar uma banda difusa na regido inferior do gel, entre 11,3 e
5,1 kDa. Logo, ndo h& uma diferenga evidente entre as amostras de apitoxina da RPPN da
UFMS e da Fazenda Escola, demonstrando um perfil proteico semelhante entre as amostras.

Dentre os principais componentes da apitoxina estdo a melitina (2,846 kDa), a
fosfolipase A2 (11-19 kDa), e a hialuronidase (38-60 kDa) (ABD EL-WAHED et al., 2019;
RADY et al., 2017; ZIDAN et al.,, 2018; ZOLFAGHARIAN et al., 2015). Ha& uma
complexidade em descrever os respectivos componentes moleculares presentes na regido
inferior dos géis, visto que a maior concentracdo de proteinas presentes na apitoxina séo de
baixa massa molecular. Porém, vale ressaltar que o0s principais componentes da apitoxina séo a
melitina e a fosfolipase A2, e, devido sua maior concentragéo, indicariam bandas intensas na
regido inferior do gel (MORENO e GIRALT, 2015).
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Figura 11. Anélise das proteinas presentes na apitoxina por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida para proteinas de baixa massa molecular (16%) corado em Comassie Brilliant
Blue G-250. Foi utilizado 10 pug de marcador de massa molecular (M) e 5 pg das amostras

correspondentes a Tabela 2.
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De acordo com a literatura, esperava-se uma banda intensa por volta de 3 a 12 kDa que
corresponderia a melitina, haja visto que este é 0 componente mais abundante da pegonha de A.
mellifera, correspondendo a 40-60% do peso seco da peconha (MORENO e GIRALT, 2015).
No gel de SDS-PAGE 10%, a banda de 11,1 kDa provavelmente é a melitina na forma
tetramérica, ainda, hd uma banda intensa que de acordo com a massa molecular relativa
corresponde a 8,73 kDa (Figura 7). Essa ultima provavelmente também é a melitina, haja vista
a intensidade da banda, porém a melitina ndo € encontrada na forma trimétrica e a sua presenca
na forma dimérica corresponde a menos de 0,5% de sua composicao total (SCHUBERT et al.,
1985). Sabe-se que a melitina na forma tetramérica apresentaria cerca de 11,38 kDa, 0 que néo
corresponde a 8,73 kDa. A melitina, sendo uma molécula anfipatica e com 6 dos seus 26
residuos de aminoacidos sendo carregados positivamente, poderia ter alguma alteracdo na
corrida eletroforética. J& no gel SDS-PAGE 15%, na regido entre 14,9 e 12,8 kDa h& melitina
na forma de tetrdmeros, visto que ndo € possivel observar uma intensidade nas bandas mais

inferiores indicando os mondémeros (Figura 8), enquanto no gel SDS-PAGE 20%, a banda de
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12,9 kDa que corresponde a essa regido (Figura 9). Por fim, no gel de SDS em gradiente (4-
20%), a melitina em sua forma tetramérica é visualizada na banda de 11,21 kDa (Figura 10),
enquanto no gel de Tricina-SDS-PAGE, corresponde a regido entre 13,48 e 11,3 kDa, e em
forma monomérica, a regido entre 8,81 e 5,1 kDa (MORENO e GIRALT, 2015) (Figura 11).
Logo, é possivel observar uma banda intensa na regido inferior de todos os geis (12,8~5,51
kDa) que provavelmente é a melitina.

As fosfolipases A2 possuem quatro classificacbes primarias, as citosoélicas, as
secretadas, as dependentes de Ca*? para sua atividade catalitica e as independentes de Ca*?
(BOYANOVSKY e WEBB, 2009; NASSAR, 2022). As fosfolipases A2 também sdo
classificadas em 16 familias (I até XVI), sendo as pertencentes as familias I, 11, 1l1, V, IX, X,
X1, XII, Xl e XIV denominadas as fosfolipases A2 secretadas (SPLA2), as pertencentes a
familia 1V sdo as fosfolipases A2 ditas como citosolicas (cPLA2), as da familia IV sdo as
fosfolipases A2 independentes de Ca*? (iPLA2), a familia V1l e V11 sdo as fosfolipases do fator
de ativacdo plaquetério acetil-hidrolase (PAF-AH PLAZ2), a familia XV corresponde as
fosfolipases A2 lisossdmicas (LPLAZ2) e as da familia XV1 séo as fosfolipases A2 especificas
do tecido adiposo (AdPLA2) (KHAN e ILIES, 2023). As fosfolipases A2 secretadas sdo
enzimas de baixo peso molecular, entre 13 a 19 kDa, porém, algumas pertencentes a familia I11
podem alcancar 55 kDa (BOYANOVSKY e WEBB, 2009; KHAN e ILIES, 2023; VALENTIN
et al., 2000). E possivel observar, no gel de SDS-PAGE 10%, uma banda de 12,77 kDa que
provavelmente corresponde a uma fosfolipase A2, assim como a banda de 14,70 kDa que
devido a algum problema na migracéo eletroforética se dispds um pouco acima (Figura 7). No
gel SDS-PAGE 15%, ha duas provaveis fosfolipases A2 (14,9 e 12,8 kDa) (Figura 8). Ao
observar o gel SDS-PAGE 20%, é possivel observar uma banda de baixa massa molecular, de
18,3 kDa, que pode corresponder a uma fosfolipase A2 (Figura 9), enquanto no gel SDS-PAGE
em gradiente (Figura 10), € possivel observar algumas bandas na regido inferior do gel que
possuem de 19,1 a 14,26 kDa, o que provavelmente também pode corresponder a fosfolipase
A2 (HOSSEN et al., 2016). Por fim, na regido inferior do gel de Tricina-SDS-PAGE se observa
uma banda de 15 kDa que provavelmente corresponde a fosfolipase A2 (entre 15,1 e 14,77 kDa)
(Figura 11). Logo, em todos os géis foram observadas bandas frequentes entre 19,1 e 12,77 kDa
que podem corresponder a fosfolipase A2. Vale ressaltar que na literatura é possivel identificar
uma diferenca no peso molecular da fosfolipase A2, onde alguns artigos trazem valores de 11
a 14 kDa (ZIDAN et al., 2018) e outros trazem valores entre 16 a 19 kDa (ABD EL-WAHED
etal., 2019; ZOLFAGHARIAN et al., 2015).
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A fosfatase &cida é um dos componentes da peconha da abelha responséavel pelas reagdes
alérgicas, e apresenta uma massa molecular de 45 kDa (BARBONI et al., 1987; HOSSEN et
al., 2016). Essa enzima hidrolisa fosfomonoésteres em pH acido, sendo um alérgeno capaz de
liberar histamina e induzir sensibilidade em humanos (BARBONI et al., 1987; KIM e JIN,
2014). Nos géis SDS-PAGE de 15% e 20% foi possivel observar, respectivamente, as bandas
65,5 kDa e 70-50 kDa que provavelmente correspondem a fosfatase acida (Figuras 8 e 9). No
gel de SDS-PAGE em gradiente foi observado bandas de alta massa molecular, sendo a de 65,82
kDa a mais proxima de ser uma fosfatase acida devido a auséncia, na literatura, de outra enzima
com uma massa molecular proxima a esse valor (Figura 10). Por fim, no gel de Tricina-SDS-
PAGE, observa-se uma banda de 63,3 kDa que também pode corresponder a uma fosfatase
acida (Figura 11).

Junto com a fosfolipase A2 e a fosfotase acida, a hialuronidase também esta envolvida
nas reagdes alérgicas causadas pela peconha de abelha (BARBONI et al., 1987). Tendo uma
massa molecular entre 30 e 60 kDa, a hialuronidase € uma enzima responsavel pela hidrélise
do acido hialurénico e do sulfato de condroitina presentes no tecido conjuntivo que preenche o
espaco entre as células, também dito, espaco intersticial (LIMA e BROCHETTO-BRAGA,
2003). Por tal motivo, ela também ¢ denominada como “fator de espalhamento”, visto que
permite a dispersdo mais eficaz dos componentes presentes na peconha de A. mellifera (LIMA
e BROCHETTO-BRAGA, 2003). Nos resultados obtidos é possivel observar nos géis de SDS-
PAGE 10%, 15% e 20%, respectivamente, bandas de 33,1 kDa, 49,9 kDa e de 46,5 kDa que
provavelmente representam hialuronidases (Figuras 7, 8 e 9) (HOSSEN et al.,, 2016;
NISHIMOTO et al., 2001; MORENO e GIRALT, 2015). Além disso, hd uma banda de 49,95
kDa no gel de SDS-PAGE em gradiente, e uma de 48,3 kDa no gel de Tricina-SDS-PAGE que
também podem corresponder a hialuronidase (Figuras 10 e 11) (PUCCA et al., 2019). Por fim,
em todos os géis foi visto uma banda menos intensa na parte superior do gel (33,1~49,95 kDa)
que provavelmente corresponde a hialuronidase e suas isoformas.

A oa-glicosidase ¢ uma enzima amplamente distribuida em diversos organismos que
apresenta a fungdo de catalisar a reagdo de um glicosil em uma a-glicose a partir da ligacao
glicosidica. Na peconha de A. mellifera ¢é possivel identificar trés isoformas de a-glicosidase, I,
Il e 111, que possuem massa molecular diferentes, sendo, respectivamente, 98 kDa, 76 kDa e 68
kDa (KUBOTA et al., 2004). Na literatura ha a descrigdo da presenga de uma a-glicosidase na
peconha de A. mellifera, que corresponde a 170 kDa, porém, nao ¢ evidenciado o tipo desta a-
glicosidase e nem se a mesma se encontra em complexos com outras moléculas como

carboidratos, logo, ha uma certa divergéncia entre os estudos (KUBOTA et al., 2004;
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MORENO e GIRALT, 2015; RADY et al., 2017; PUCCA et al., 2019). Pode-se observar no
gel de SDS-PAGE 15% uma banda com 68 kDa que provavelmente corresponde a uma o-
glicosidase 111 (Figura 8), enquanto no gel de SDS-PAGE 20% essa mesma banda pode estar
entre 70 e 50 kDa, ndo podendo ser determinada devido ao empacotamento dessa regido neste
gel (Figura 9). Além disso, no gel de SDS-PAGE em gradiente também é possivel observar
uma banda com 73,01 kDa que corresponderia a uma a-glicosidase 111 (Figura 10). Por fim, no
gel de Tricina-SDS-PAGE, observa-se uma banda com 87 kDa, que também pode vir a ser uma
a-glicosidase I que € descrita com 98 kDa ou até mesmo uma a-glicosidase Il que é descrita
com 76 kDa (HOSSEN et al., 2016; KUBOTA et al., 2004; NISHIMOTO et al., 2001;
MORENO e GIRALT, 2015; PUCCA et al., 2019).

As principais proteinas da geleia real, ou, MRJP (Major Royal Jelly Proteins) séo
componentes proteicos presentes também na peconha de A. mellifera e sdo classificadas em 9
familias possuindo as mais diversificadas funcdes (FRATINI et al., 2016; PARK et al., 2019;
PUCCA et al., 2019). Dentre as nove familias, estdo componentes proteicos de 49 a 87 kDa
(PARK et al., 2019). A MRJP2 possui funcdo majoritariamente antimicrobiana para as abelhas,
porém, estudos ja indicaram atividade antioxidante, antimicrobiana, antitumoral e de melhora
no processo de cicatrizacao de feridas (MURESAN et al., 2022). Neste trabalho, foi possivel
observar no gel de SDS-PAGE em gradiente uma banda com 75,03 kDa que pode corresponder
a uma das principais proteinas presentes na geléia real (MRJP2), com 87 kDa (MORENO e
GIRALT, 2015; RADY et al., 2017; PUCCA et al., 2019). Por fim, no gel de Tricina-SDS-
PAGE, também observamos uma banda de alta massa molecular, com 86,7 kDa que pode vir a
ser uma das principais proteinas presentes na geléia real (MRJP2), com 87 kDa.

Por fim, foi possivel identificar uma diferenga nas massas moleculares relativas dos
varios componentes proteicos. 1sso pode ser explicada pelo método utilizado para o calculo da
massa molecular relativa (Mr). HAMES (1998) descreveu os principios da eletroforese em gel
de proteinas, e concluiu que estes calculos possuem certas limitacbes, como por exemplo
proteinas com uma proporcéo efetiva de residuos de aminoacidos carregados positivamente
migram mais lentamente em SDS-PAGE, alterando a relagdo massa/carga e, resultando em uma
massa molecular relativa mais alta que o padrdo. Outros problemas nesta técnica foram
evidenciados para glicoproteinas, e para a presenca de residuos hidrofilicos, que afetam a
interacdo da molécula com o SDS e também alteram a relagdo massa/carga (NEVILLE JR,
1971; RATH e DEBER, 2013; RIGHETTI et al., 2001).

Tendo em vista tais resultados, é possivel afirmar que a eletroforese ndo foi a

metodologia mais adequada para a separagdo dos componentes presentes na apitoxina de A.
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mellifera. Assim, espera-se conseguir uma melhor identificagéo e resolucdo dos componentes
da peconha de A. mellifera do Mato Grosso do Sul pela cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e pela razdo massa/carga utilizando o método de espectrometria de massas em estudos

posteriores.

5.3 Efeito da pegonha bruta sobre a atividade da Na, K-ATPase

Inicialmente, foi realizado um ensaio para verificar se ha diferenca na inibicao da
enzima Na, K-ATPase pela peconha bruta de abelha quando o KCI ¢é adicionado antes da
interacdo peconha-Na, K-ATPase e ap6s a interacdo pegonha-Na, K-ATPase. Esse experimento
foi baseado no teste realizado por CUPPOLETTI e ABBOTT (1990), que discutiram uma
possivel inibicdo competitiva com o sitio de ligacdo aos ions K*. Ndo houve diferenca
significativa (p=0.0975) entre a interacdo peconha bruta e a enzima Na, K-ATPase antes ou
apos a adicdo de KCI. Entretanto, devido a uma maior inibicdo da enzima Na, K-ATPase com
KCI sendo colocado no sistema ap6s a interacdo Na, K-ATPase e peconha bruta, decidiu-se
manter esse procedimento para 0s proximos experimentos (Figura 12).

A peconha bruta inibiu a atividade da Na, K-ATPase, sendo testadas as concentracdes
de peconha bruta 10, 13, 15, 18, 20, 30 e 40 pug/mL (Figura 13). A inibicdo ocorreu a partir de
10 pg/mL de peconha bruta, sendo com 20 pg/mL uma inibicdo quase completa que perpetuou
até 100 pg/mL. Assim, baixas concentracdes de peconha bruta foram suficientes para inibir a
atividade da Na, K-ATPase. Dentre os componentes da peconha, sabe-se que a melitina, o
principal componente da peconha de A. mellifera, € um inibidor da Na, K-ATPase
(CUPPOLETTI e ABBOTT, 1990). CHEN e LIN-SHIAU (1985) demonstraram uma inibicao
competitiva, onde a melitina compete com os ions K* pelo sitio de ligacdo ao K* na Na, K-
ATPase, de modo que uma alta concentracdo de ions K" reverteu a atividade inibitéria da

melitina.

Figura 12. Efeito da adicdo de KCI antes ou apds a interacdo da peconha bruta com a Na, K-
ATPase. O ensaio foi realizado em triplicatas com um p<0.0001 (*) em relacdo a atividade sem

peconha bruta.
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Como demonstrado na Figura 12, foi possivel identificar uma menor inibicdo da Na, K-
ATPase pela peconha bruta quando os ions K* interagiram primeiro com a Na, K-ATPase.
Entretanto, mesmo apds essa interacdo ainda houve uma inibicdo significativa, mostrando a
inibicdo da atividade da Na, K-ATPase. Por outro lado, outro estudo demonstrou que a melitina
aumenta a atividade da enzima Na, K-ATPase em células Swiss 3T3 quiescentes por meio do
estimulo de entrada dos fons Na* na célula (ROZENGURT et al., 1981).

Figura 13. Efeito da peconha bruta sobre a atividade da Na, K-ATPase. @ Controle (s/
peconha); m 10 pg/mL; A 13 pg/mL; ¥ 15 ug/mL; ¢ 18 pg/mL; o 20 pg/mL; o 30 pg/mL; A
40 pg/mL.
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Também foram determinados os valores de I1Cso e K. Os valores de ICso e da constante
de inibicdo (K;) foram determinados a partir dos dados de atividade especifica (U/mg), para o
gradiente de inibicao apresentado pela peconha bruta. Obteve-se um ICso de 12,39 pg/mL e um
Kide 12,63 pg/mL (Figuras 14A e 14B). Estes dados demonstram que a pegonha bruta é capaz
de inibir a atividade da Na, K-ATPase, bem como apresenta alta afinidade pela enzima, o que
é corroborado pela Figura 13, onde a partir de 13 pg/mL a atividade da Na, K-ATPase caiu pela

metade.

Figura 14. Determinacdo do ICsp e do K,. A) Determinacéo do ICsp da pegonha bruta sobre a
atividade da enzima Na, K-ATPase, sendo o0 ICso igual a 12,39 pug/mL. B) Determinacdo do

valor de K da pegonha bruta, sendo este igual a 12,63 pg/mL.
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5.4 Estudo in silico da interacéo entre a melitina e a Na, K-ATPase
Os estudos de docking molecular da interagdo entre melitina (2MW®6) com a Na, K-

ATPase foram realizados em meio aquoso e em membrana, porém, ndo houve diferenga nos
resultados entre os meios. Além disso, foram realizados experimentos in silico com a Na, K-
ATPase em cinco conformac0es diferentes, E1, E1P, E2, E2P e E2P-Oua, com 0s respectivos
cddigos de acesso PDB 7E1Z, 3WGV, 7E20, 7WZ0 e 3A3Y (GUO et al., 2022; KANAI et al.,
2013; KANAI et al., 2022; OGAWA et al., 2009; PEREKALIN et al., 2015). Tendo em vista
que o servidor HADDOCK necessita da escolha de possiveis sitios de ligacdo, foram
determinados sitios onde ha interagdo com os fons Na*, K* e Mg*?, além de sitios que s&o
importantes no processo de fosforilagdo e de ligacdo ao ATP. Os sitios de ligacdo escolhidos
foram: R198' D214, Q225, N233, E327, D334, D376, T371, T378, F475, K480, K501, P529, R544, R55l, V552,
TO10 GOl APl D70 D74 7O N8 Y1019 Qg respectivos dominios e ligantes da Na, K-

ATPase estdo representados na figura 15.
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Figura 15. Estrutura da Na, K-ATPase em conformagéo E1 com diferentes cores representando
0s segmentos transmembranares, e 0os dominios A, N e P, além de seus respectivos ligantes e
em cinza estdo representadas as alcas. A melitina pode ser observada em verde, com regido C-

Terminal em vermelho e N-Terminal em azul. A direita segue uma legenda para os ligantes

representados nas proximas figuras.

Os residuos E**" e E'™ fornecem ligantes de oxigénio, e, segundo a literatura, pode ser
possiveis sitios de ligagdo de Na* (MORTH et al., 2007). O residuo D3'® ¢ fosforilado durante
0 processo de fosforilagdo da Na, K-ATPase (OHTA et al., 1986). Os residuos T3'8, D’1% ¢ D14
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podem contribuir com a coordenacéo do Mg*? (KANAI et al., 2022; PILOTELLE-BUNNER et
al., 2009). Os residuos K*° e K0! desempenham uma funcdo de estabilizar e auxiliar no
processo de fosforilagido (GATTO et al., 1997). Os residuos R%, D214 Q%% N2 F475 p529,
R4 auxiliam no processo de desfosforilagio da Na, K-ATPase, e também auxiliam na
coordenacdo dos fons Mg*? (MORTH et al., 2009). O residuo D*** esta relacionado com a
interacdo da Na, K-ATPase com esteroides cardiacos como a ouabaina (RADKOV et al., 2007).
Os residuos T371, T610 e G611 interagem com o motivo TGES por meio de ligacGes de
hidrogénio, sendo um eixo de interacdo entre o dominio A e P (JORGENSEN et al., 2003). O
residuo R**! faz uma ligagéo salina com o residuo E?* da Na, K-ATPase, 0 que auxilia na
ligacdo do ATP (HODEIFY et al., 2024). O residuo V552 estd em uma regido exposta da Na,
K-ATPase que pode ter uma funcéo na atividade enzimatica (HOMAREDA et al., 1993). O
residuo N'3 esta envolvido na ligagdo com o ion Na* e esta proximo de residuos de aminoacidos
que fazem ligagcdo com o ion K* (GUO et al., 2022; LAURSEN et al., 2015). Por fim, o residuo
Y1019 estd envolvido na estabilizacdo dos ions K* durante seu transporte (SPILLER e
FRIEDRICH, 2014).

5.4.1 Interagdo da Na, K-ATPase em conformagéo E1 com a melitina

No estudo com a Na, K-ATPase na conformacdo E1, houve uma interacdo entre a
melitina e a Na, K-ATPase demonstrada pelo servidor HADDOCK e pelo software Ligplot+
(Figura 16 e 17). O servidor HADDOCK determinou 4 orientagcdes em que a melitina se ligava
efetivamente a Na, K-ATPase (Figura 16), e, por meio do software PyMOL foi possivel
determinar a melhor orientacdo e sua respectiva sobreposicdo com a Na, K-ATPase antes da
interacdo, resultando em um valor de RMSD igual a 0.426.

Foram observadas interacdes hidrofébicas e ligacGes de hidrogénio entre 13 residuos de
aminoacidos da melitina, e 16 residuos de aminoacidos da Na, K-ATPase. As ligacdes de
hidrogénio serdo descritas como residuo de aminoacido da melitina (residuo de aminoacido da
Na, K-ATPase). Dentre as ligacdes de hidrogénio, tém-se, os residuos Ile? e Gly® (Pro®®),
Lys’(GIu®%?, Thr3%® ¢ GIu®®), llet’ (Ser???), Lys? (Glu®Y), Arg? (Asp?* e Ser???) e GIn?®
(Glu??®) (Figura 17). As ligagdes de hidrogénio podem ser observadas em cartoon nas Figuras
16B e 16C.

Na interacdo entre a melitina e a Na, K-ATPase em conformacdo E1 é possivel

221 222

identificar quatro ligacdes de hidrogénio com os residuos Glu“=* e Ser<<, que pertencem ao

motivo TGES (Figura 16C). O motivo TGES, que estd presente no dominio atuador, é
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importante na etapa de desfosforilagdo, e & uma regido altamente conservada em todas as P-
ATPases (CONTRERAS et al., 2024). Logo, interagdes como ligacdes de hidrogénio entre a
melitina e esse motivo provavelmente afetam a desfosforilacdo da Na, K-ATPase, mantendo a
enzima na conformacdo E2P (CONTRERAS et al., 2024).

Figura 16. Representacdo em 3D do docking molecular entre a melitina e a Na, K-ATPase em
conformacdo E1. A) Melhor orientacdo da Na, K-ATPase em conformacdo E1 em interacédo
com a melitina. B) Aproximacéo da regido C-terminal da melitina e interacdes com a Na, K-

ATPase. C) Aproximagao da regido N-terminal da melitina e interagdes com a Na, K-ATPase.

Os residuos 343 a 506 séo importantes para a seletividade dos cations, além de ser a
porcdo que constitui a sequéncia da alca citoplasmatica que conecta os dominios
transmembranares 4 e 5 (MENSE et al., 2000). A interacdo entre a Na, K-ATPase em
conformacdo E1 com a melitina afeta os residuos nessa regido, como o Glu*®?, GIu®®® e Thr36®
que estabeleceram ligacBes de hidrogénio com a Lys’ da melitina. Logo, a interagdo desses
residuos com outras moléculas pode diminuir a seletividade catiénica e consequentemente

inibir a atividade da Na, K-ATPase. Além disso, sabe-se que o residuo Thr3"! da Na, K-ATPase
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interage com os ions Mg*2. A melitina, uma molécula de 26 residuos de aminoacidos que
interage com os residuos proximos do Thr¥"?, como Glu®?, GIu*®® e Thr3®, pode afetar essa
regido da Na, K-ATPase, alterando a interacdo do ion Mg*™ com a Na, K-ATPase e
consequentemente alterando a atividade enzimatica (JORGENSEN et al., 2003).

O residuo Pro®® da Na, K-ATPase interage por meio de ligagGes de hidrogénio com os
residuos Gly® e lle? da melitina. Essa regifio onde esta localizado Pro®® corresponde a alga entre
os dominios transmembranares 6 e 7 (SHACK et al., 2012) e uma mutagdo no residuo Arg®*
da Na, K-ATPase demonstrou a reducdo da afinidade pelos ions Na*. Assim, pode-se sugerir
que a interacdo da melitina nesta regido por meio de ligac6es de hidrogénio também pode ter o
mesmo efeito (SHACK et al., 2012). Além disso, os residuos de aminoacidos Arg®? e Asn®!
da Na, K-ATPase estabilizam os dominios transmembranares 6 e 7 da Na, K-ATPase. A
interacdo da melitina com o residuo Pro®®, também pode alterar a estabilidade dos dominios

transmembranares 6 e 7 (JORGENSEN et al., 2003).

Figura 17. Representacdo esquematica em 2D do docking molecular entre a melitina e a Na,
K-ATPase em conformacdo E1. As linhas tracejadas em verde representam as ligacbes de
hidrogénio entre os residuos, os semicirculos vermelhos representam as interacoes hidrofébicas,

e 0s semicirculos rosa correspondem os residuos hidrofébicos.
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5.4.2 Interagdo da Na, K-ATPase em conformagao E1P com a melitina

No estudo com a Na, K-ATPase na conformacdo E1P, houveram diversas interagdes
entre a melitina e a Na, K-ATPase demonstradas pelo servidor HADDOCK e pelo software
Ligplot+ (Figura 18 e 19). O software PyMOL mostrou a melhor orientagéo de interacéo, e
também, foi possivel sobrepor a estrutura da Na, K-ATPase em conformacdo E1P antes da
interacdo com a melitina e ap0ds a interagdo com a melitina. Dessa sobreposi¢éo foi calculado o

RMSD que resultou em um valor de 0.627.
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Foram observadas interacdes hidrofdbicas e ligages de hidrogénio entre 16 residuos de
aminoacidos da melitina e 16 residuos de aminoacidos da Na, K-ATPase. As ligacdes de
hidrogénio serdo descritas como residuo de aminoacido da melitina (residuo de aminoéacido da
Na, K-ATPase). Dentre as ligagdes de hidrogénio, tém-se, os residuos de aminoacidos Ile?
(Glu?%®), Gly? (Glu?%®), Lys’ (Gly?® e Glu**%), Thr! (Asn*®), Ser'® (Asp®™#), Arg?? (Leu®® e
Asp®®) Lys® (Asp®?), GIn?® (Lys>?®), GIn® (Asp®?) (Figura 19). As ligacOes de hidrogénio

podem ser observadas em cartoon na Figura 18B e 18C.

Figura 18. Representacdo em 3D do docking molecular entre a melitina e a Na, K-ATPase em
conformagdo E1P. A) Melhor orientagdo da Na, K-ATPase em conformagdo E1P em interagao
com a melitina. B) Aproximacao da regido C-terminal da melitina e interacdes com a Na, K-

ATPase. C) Aproximacao da regido N-terminal da melitina e interacdes com a Na, K-ATPase.

Os residuos Ile?, Gly® e Lys’ da melitina interagiram com os residuos Gly?%, Glu?® e

Glu?* que estdo proximos do motivo TGES, de tal forma que a melitina interagindo com essa



50

regido poderia alterar o processo de desfosforilagdo da Na, K-ATPase (CONTRERAS et al.,
2024).

Foi também possivel identificar uma maior interacdo da regifo C terminal (Ser'®, Arg?,
Lys?, GIn®, GIn?) e do residuo Thr!! da melitina com os residuos pertencentes ao dominio de
ligacdo ao nucleotideo (N) e de ligagdo ao fosfato (P) (Asn*”®, Leu®®, Asp®®, Lys®®, Asp®%,
Asp®™ e Asp®?), mostrando uma preferéncia de ligagdo aos residuos de aspartato (Asp), 0s
quais sdo cruciais na coordenacdo dos fons Na* e K* em M4, M5 e M6 e para a neutralizacdo
da carga dos ions (KAPLAN, 2002). Este ponto é importante tendo em vista que a melitina se
ligando a tantos residuos de Asp em uma Unica conformacdo pode interromper o processo de
neutralizacdo das cargas dos cations, alterando a atividade da Na, K-ATPase.

Figura 19. Representacdo esquematica em 2D do docking molecular entre a melitina e a Na,
K-ATPase em conformacdo E1P. As linhas tracejadas em verde representam as ligacdes de
hidrogénio entre os residuos, os semicirculos vermelhos representam as interacdes hidrofébicas,
e os semicirculos rosa correspondem os residuos hidrofébicos.
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5.4.3 Interacdo da Na, K-ATPase em conformacao E2P com a melitina

No estudo com a Na, K-ATPase na conformacdo E2P, houveram diversas interagdes
entre a melitina e a Na, K-ATPase demonstradas pelo servidor HADDOCK e pelo software
Ligplot+ (Figura 20 e 21). O software PyMOL mostrou a melhor orientagéo de interacéo, e
também, foi possivel sobrepor a estrutura da Na, K-ATPase em conformacdo E2P antes da
interacdo com a melitina e apds a interagdo com a melitina. Dessa sobreposi¢éo foi calculado o
RMSD que resultou em um valor de 0.523.

Foram observadas intera¢des hidrofdbicas e ligages de hidrogénio entre 15 residuos de
aminoacidos da melitina e 15 residuos de aminoacidos da Na, K-ATPase. As ligacdes de

hidrogénio serdo descritas como residuo de aminoacido da melitina (residuo de aminoacido da
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Na, K-ATPase). Dentre as ligacOes de hidrogénio, tém-se, os residuos de aminoacidos Gly!
(GIuZ8), 1le? (Glu®®®), Gly? (GIu®), Lys’ (Glu?® e GIn?®), Thr'® (Arg™?), Thri! (Tyr**?), Arg?
(GIu®® e Asn®¥?) (Figura 21). As ligacdes de hidrogénio podem ser observadas em cartoon na

Figura 20B e 20C.

Figura 20. Representacdo em 3D do docking molecular entre a melitina e a Na, K-ATPase em
conformacédo E2P. A) Melhor orientacdo da Na, K-ATPase em conformacao E2P em interacédo
com a melitina. B) Aproximacéo da regido C-terminal da melitina e interacdes com a Na, K-

ATPase. C) Aproximagao da regido N-terminal da melitina e interagdes com a Na, K-ATPase.

Foram observadas ligagdes de hidrogénio entre os residuos Gluz8, GIn?* e Glu?® da
Na, K-ATPase com a Lys’ da melitina. Tais residuos séo proximos ao motivo TGES, sugerindo
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que a melitina pode afetar a funcéo e a estabilidade do motivo TGES, que é um dos principais
responsaveis pela desfosforilacdo da Na, K-ATPase (CONTRERAS et al., 2024).

O residuo Arg®* da Na, K-ATPase é responsavel pela mudanca na energia livre de
Gibbs da ligacdo do ATP a Na,K-ATPase, sendo também responsavel por uma interacdo iénica
com o B-fosfato (JORGENSEN et al., 2003; MIDDLETON et al., 2011). Sabendo que a
melitina interagiu com os residuos de aminoéacidos GIlu>®, Asn>® Tyr**2 e Arg®!, pode-se
sugerir alteracdes nessa regido, diminuindo a atividade da Na, K-ATPase. Logo, uma interacdo
da melitina com estes residuos pode afetar a regido proxima ao residuo Arg>** e
consequentemente diminuir a afinidade com o ATP, o que impediria a ligacdo do grupo fosfato
ao grupo carboxilato do Asp®*°® (JORGENSEN et al., 2003).

Figura 21. Representacdo esquematica em 2D do docking molecular entre a melitina e a Na,
K-ATPase em conformacdo E2P. As linhas tracejadas em verde representam as ligacdes de
hidrogénio entre os residuos, os semicirculos vermelhos representam as interacdes hidrofébicas,

e os semicirculos rosa correspondem aos residuos hidrofébicos.
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O residuo Arg®! da Na, K-ATPase também interage por meio de uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo Thr!! da melitina. Esse residuo ¢ responsavel pela ligagdo com o B-
fosfato do ATP, sendo residuo chave para a converséo da Na, K-ATPase em conformagdo E2P
para conformacdo E2. Assim, quando a melitina interage com tal residuo de aminoacido,
impede a transicdo de E2P para E2, provocando a inibicdo da atividade da Na, K-ATPase
(SHINODA et al., 2009; TOYOSHIMA et al., 2011). Além disso, sabe-se que os residuos
Glu??® e Arg®? interagem por uma ponte salina, uma das poucas interagdes entre os dominios
atuador (A) e de nucleotideo (N) (SHINODA et al., 2009). Logo, as liga¢fes da melitina a estes
dois residuos podem afetar a atividade da enzima (Figura 21). Ao simular a interagdo entre 0s

residuos Glu?? e Arg™! da Na,K-ATPase em conformagéo E2P, verificou-se uma ligacao salina
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com um comprimento de 3,0 Angstrom (A). Por outro lado, na Na, K-ATPase em conformagéo
E2P ap6s a interacdo com a melitina essa ligacdo salina se distanciou em 1,3 A, visto que o
comprimento da ligacdo se tornou 4,3 A (Figura 22). Assim, a presenca da melitina torna a
ligacdo salina mais fraca, podendo sugerir alteracdes estruturais que podem alterar a atividade
da Na, K-ATPase.

Figura 22. Representacdo em 3D dos diferentes comprimentos das ligacGes salinas entre os

residuos Glu?®

e Arg>® na Na, K-ATPase em conformagdo E2P. A) Comprimento da ligacio
salina antes da interacdo com a melitina. B) Comprimento da ligacdo salina apés a interagdo

com a melitina.

>/

5.4.4 Interacdo da Na, K-ATPase em conformagédo E2P-Oua com a melitina

No estudo com a Na, K-ATPase na conformacdo E2P-Oua, houveram diversas
interacdes entre a melitina e a Na, K-ATPase demonstrada pelo servidor HADDOCK e pelo
software Ligplot+ (Figura 23 e 24). Por meio do software PyMOL foi possivel determinar a
melhor orientacdo de interacdo e também foi possivel definir a sobreposicdo entre a Na, K-
ATPase E2P antes e ap0s a intera¢do da melitina. Foi realizado uma sobreposicéo para comparar
as mudangas conformacionais entre a Na, K-ATPase em conformacgdo E2P apds ligacdo com
ouabaina, e posteriormente apos a interacdo com a melitina, obtendo um valor de RMSD igual
a0.334.

Foram observadas intera¢des hidrofdbicas e ligages de hidrogénio entre 17 residuos de
aminoacidos da melitina e 17 residuos de aminoacidos da Na, K-ATPase. As liga¢des de
hidrogénio serdo descritas como residuo de aminoacido da melitina (residuo de aminoacido da

Na, K-ATPase). Dentre as ligacdes de hidrogénio, tém-se os residuos de aminoacidos Gly*
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(GIn?®), lle? (Glu??3), Gly® (GIn?®), Lys’ (Ser?®), Lys? (GIu®*®), Arg? (Leu®* e Glu®®?) e GIn®
(GIu®?) (Figura 24). As ligacBes de hidrogénio podem ser observadas em cartoon na Figura
23A e 23B.

Figura 23. Representacdo em 3D do docking molecular entre a melitina e a Na, K-ATPase em
conformacdo E2P-Oua. A) Melhor orientacdo da Na, K-ATPase em conformagéo E2P-Oua em
interacdo com a melitina. B) Aproximacao da regido C-terminal da melitina e interacbes com a
Na, K-ATPase. C) Aproximacdo da regido N-terminal da melitina e interacbes com a Na, K-
ATPase.

Foi observado a interagdo da melitina com os residuos de aminoacidos Ser?®, GIn?? e
Glu?® da Na, K-ATPase, residuos proximos ao motivo TGES, o qual é responsavel pela
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desfosforilacdo da Na, K-ATPase. Assim, a enzima provavelmente perderd a capacidade de
realizar a conversdo da conformacéo E2P para E2 (CONTRERAS et al., 2024).

Como discutido anteriormente, sabe-se que o residuo Arg>** esta relacionado a mudanca
na energia livre de Gibbs da ligacdo do ATP na Na,K-ATPase (JORGENSEN et al., 2003).
Neste caso, a melitina interage com os residuos Asp>, Leu>®°, Glu®* e GIu®*®, podendo alterar
a conformacéo da Na, K-ATPase e consequentemente atrapalhar a interagdo do residuo Asp>*
com o ATP (JORGENSEN et al., 2003).

Figura 24. Representacdo esquematica em 2D do docking molecular entre a melitina e a Na,
K-ATPase E2P ap0s a interacdo com a ouabaina demonstrada pelo software LigPlot+, em verde
estdo representadas as ligacdes de hidrogénio, os semicirculos vermelhos sdo as interacdes

hidrofébicas e os semicirculos rosa sao os residuos hidrofobicos.
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5.4.5 Interacdo da Na, K-ATPase em conformacéo E2 com a melitina

No estudo com a Na, K-ATPase na conformacédo E2, houveram diversas interagdes entre
a melitina e a Na, K-ATPase demonstradas pelo servidor HADDOCK e pelo software Ligplot+
(Figura 25 e 26). O software PyMOL mostrou a melhor orientagdo de interacdo, e também, foi
possivel sobrepor a estrutura da Na, K-ATPase em conformacéo E2 antes da interacdo com a
melitina e ap0ds a interacdo com a melitina. Dessa sobreposicao foi calculado o RMSD que
resultou em um valor de 0.350.

Foram observadas interacdes hidrofébicas e ligacGes de hidrogénio entre 15 residuos de
aminoacidos da melitina e 15 residuos de aminoacidos da Na, K-ATPase. As ligacdes de
hidrogénio serdo descritas como residuo de aminoacido da melitina (residuo de aminoacido da
Na, K-ATPase). Dentre as ligacOes de hidrogénio, tém-se, os residuos de aminoacidos Gly*
(Arg?*), lle? (Glu?®®), Gly? (His®?), Leu® (Arg™?), Lys’ (GIu??®), Thrl® (Arg®®t), Thrit (Tyr®#?),
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Arg? (GIn>® e Asp®®) (Figura 26). As ligacGes de hidrogénio podem ser observadas em

cartoon na Figura 25B e 25C.

Figura 25. Representacdo em 3D do docking molecular entre a melitina e a Na, K-ATPase em
conformagdo E2. A) Melhor orientagdo da Na, K-ATPase em conformacgdo E2 em interagdo
com a melitina. B) Aproximacéo da regido C-terminal da melitina e interacdes com a Na, K-

ATPase. C) Aproximacao da regido N-terminal da melitina e interacdes com a Na, K-ATPase.

Na conformacéo E2 foi possivel observar que a maioria das interagcbes ocorreram com

a regido N-terminal da melitina (Gly?, 1le?, Gly?, Leu®, Lys’, Thri® e Thrl). Os residuos Gly?,

lle? e Lys’ se ligaram a uma regido préxima ao motivo TGES, principalmente a Lys’ que

223

interagiu com um residuo de aminoécido Glu-=® que pertencente ao motivo TGES, mostrando

novamente que a melitina pode afetar o processo de desfosforilacdo da Na, K-ATPase
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(CONTRERAS et al., 2024). Além disso, nessa conformacdo, assim como em E2P, a melitina
interagiu tanto com o residuo Glu??® quanto Arg®! da Na, K-ATPase, que, como ja discutido,
esses residuos sao uma das poucas interacdes entre os dominios A e N da Na, K-ATPase, sendo
também importantes para o processo de conversdo de E2P para E2 (SHINODA et al., 2009;
TOYOSHIMA et al., 2011).

Figura 26. Representacdo esquematica em 2D do docking molecular entre a melitina e a Na,
K-ATPase em conformacdo E2. As linhas tracejadas em verde representam as ligacbes de
hidrogénio entre os residuos, os semicirculos vermelhos representam as interacoes hidrofébicas,

e 0s semicirculos rosa correspondem aos residuos hidrofobicos.
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Ao comparar as diferencas da distancia entre os residuos Glu?® e Arg®! da Na, K-
ATPase quando em conformacdo E2 antes e apds a interacdo da melitina, foi possivel observar
que antes da interagéo a distancia entre os residuos Glu??®e Arg®* é cerca de 6-8 A, ndo havendo
interacdo entre esses dois residuos. Porém, ap0ds a interacdo com a melitina, a Na, K-ATPase
em conformagcéo E2 apresenta uma aproximagdo dos residuos Glu?® e Arg®®, que realizam
uma ligacdo de hidrogénio de 1.6 A. Isso se deve ao fato que melitina interage com ambos 0s
residuos, os aproximando (Figura 27).

Essa ligagdo de hidrogénio entre os dois residuos Glu??® e Arg™! que néo estava presente
antes da interagdo da melitina ocasiona uma alteracédo estrutural da Na, K-ATPase que pode
afetar no processo de conversdo para E1, e a atividade da Na, K-ATPase, tendo em vista que
sdo residuos importantes para a conformacao dos dominios atuador (A) e de nucleotideo (N)
(SHINODA et al., 2009).

Além disso, também em E2 foi possivel identificar uma interacéo da regido N-terminal
da melitina com os residuos GIn®>®, Tyr>*2 e Asp®® que pertencem ao dominio N e a presenca

da melitina nessa regido também poderia alterar a interacdo entre os dominios N e P. Além
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disso, vale ressaltar que o residuo His®?° estd envolvido em uma interacdo por ligagdo de
hidrogénio com a melitina, o qual pertence ao dominio P, mostrando que a melitina interage

com ambos dominios.

Figura 27. Representacdo em 3D da distancia entre os residuos Glu?? e Arg>! na Na, K-
ATPase em conformagdo E2. A) Distancia dos residuos de aminoacidos antes da interagdo com

a melitina. B) Distancia dos residuos de aminoacido apos a interacdo com a melitina, sendo

evidenciado uma ligacédo de hidrogénio.

5.4.6 Modelo geral da interacéo entre melitina e Na, K-ATPase

Assim, a inibicdo evidenciada in vitro da Na, K-ATPase pela melitina pode ser explicada
pela sua interacdo com a melitina nos ensaios in silico, 0s quais sugerem que a Na, K-ATPase
pode permanecer na conformagdo E2P e néo realizar a transicéo para a conformagdo E2, uma
vez que ha interacdo com o motivo TGES da Na, K-ATPase e hd um aumento do comprimento
da ligacdo salina entre os residuos de aminoacidos Glu?? e Arg®! que esto relacionados ao
processo de desfosforilacdo da Na, K-ATPase. Entretanto, ao observar a interacdo da melitina
com a conformacéo E2 é possivel observar uma alteracéo estrutural que a melitina ocasiona na
Na, K-ATPase ao aproximar os residuos Glu??® e Arg™! de tal modo que também pode
desfavorecer a atividade da enzima mesmo ap6s a desfosforilacdo, haja vista que esses dois
residuos pertencem aos dominios A e N, respectivamente. Além disso, devido a melitina se

ligar aos residuos Glu®?, GIu*®® e Thr®®® que estdo proximos ao residuo Thré"

que realiza

ligagBes com o ion Mg*?, pode-se sugerir uma diminui¢io em sua atividade, visto que o Mg*?

é o cofator da Na, K-ATPase (HANS-JURGEN et al., 2017; JORGENSEN et al., 2003).
Dentre os residuos de aminoacidos da Na, K-ATPase que interagiram por meio de

ligacGes de hidrogénio com a melitina, houve um residuo de aminoacido que apresentou essa
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ligacdo em quatro conformac6es diferentes da Na, K-ATPase analisadas, com exce¢do da E1P.
O Glu?? fez ligacBes de hidrogénio com algum residuo da melitina em quatro conformagdes,
sendo esse residuo de aminoécido da Na, K-ATPase importante para uma interacdo entre o
dominio A e N por meio de uma ligacdo salina (SHINODA et al., 2009). Por outro lado, o
residuo de aminoéacido GIn?? realizou a mesma interagdo, porém, apenas com a Na, K-ATPase
em conformagdo E2P. Devido a estes residuos de aminodcidos da Na, K-ATPase estarem
préximos ao motivo TGES, e a melitina estar interagindo com essa regido, sugere-se que 0
mecanismo de desfosforilacdo esteja inibido, e consequentemente, a enzima estar presa na
conformagdo E2P, inibindo a atividade enzimatica da Na, K-ATPase (CONTRERAS et al.,
2024; JORGENSEN et al., 2003).

A Lys’ e os outros aminoacidos amino-terminais da cadeia da melitina, lle? e Gly®
realizaram interacGes com a Na, K-ATPase em todas as cinco conformacdes, indicando que é a
regido que melhor interage por meio de ligagbes de hidrogénio com a Na, K-ATPase. Além
disso, evidencia-se uma melhor interacio da regido amino-terminal da melitina (Gly?, Ile?, Gly?
e Lys’) com regiGes proximas ao motivo TGES da Na, K-ATPase em conformagdo E1P, E2P,
E2P+Qua e E2. Por outro lado, houve uma maior interacdo da regido carboxi-terminal da
melitina (Lys?!, Arg? e GIn®®) com esse mesmo motivo em conformacdo E1. Logo, sugere-se
que a regido carboxi-terminal da melitina apresenta uma maior afinidade ao motivo TGES da
Na, K-ATPase em conformacdo E1, enquanto em conformacdo E1P, E2P, E2P-Oua e E2 a
regido de maior afinidade da melitina é a amino-terminal.

Sabe-se que a ouabaina pode se ligar a Na, K-ATPase entre o0s segmentos
transmembranares M1, M2, M4 e M6 (SANDTLER et al., 2011), de modo que inibe a Na, K-
ATPase em conformacédo E2P, impedindo a conversdo para E1, além de alterar a conformagéo
da Na, K-ATPase e fechar o portéo extracelular inibindo sua fungdo (OGAWA et al., 2009). A
interacdo entre a melitina e a Na, K-ATPase E2P+QOua também ocorreu na regido entre os
dominios A, P e N, ndo havendo interagdo com os segmentos transmembranares. Por isso, pode-
se supor que a melitina ndo afetaria a ligacdo da ouabaina, e nem a ouabaina modificaria a
regido de interacdo da melitina com a enzima. Porém, observou-se um aumento do nimero de
interacOes entre os residuos de melitina e de Na, K-ATPase, sendo observadas interagdes
hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio entre 17 residuos de aminoacidos da melitina e 17
residuos de aminoacidos da Na, K-ATPase, o maior numero de interacdes entre todas as
conformagdes. Logo, pode-se sugerir que a interacdo da ouabaina com a Na, K-ATPase
modificaria sua conformagdo em E2P, expondo outros residuos de aminoacidos nos dominios

A, N e P, de modo a permitir uma maior interacdo da melitina com essa regiao.
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Somado a isso, sabe-se que 0s sitios de interacdo ibnica estdo presentes nos segmentos
transmembranares da Na, K-ATPase, e como dito anteriormente, a melitina teve uma
preferéncia de ligacdo na regido citoplasmatica, mais especificamente, nos dominios
citoplasmaticos A, N e P. Apesar de estarem voltados para dentro da célula, o que
provavelmente dificultaria a interacdo da melitina nessa regido, pode-se ressaltar que a melitina
é um peptideo altamente hemolitico que rompe a membrana citoplasmaética da célula e consegue
alcancar esses dominios citoplasmaticos (RATCLIFFE et al., 2011; SWIATLY-
BLASZKIEWICZ et al., 2020). Kamanina e colaboradores (2015) identificaram que uma
proteina semelhante a melitina, de 67 kDa, interage com a Na, K-ATPase na sequéncia
DPPRAA que esté localizada na subunidade o, a partir do residuo 591. No presente estudo,
assim como no de Kamanina, houve interacdo da melitina nos dominios citoplasmaticos, porém,
mais proximos do motivo TGES e do residuo Arg®!. De modo que n&o foi visto interacio da
melitina de A. mellifera com a sequéncia DPPRAA, tendo em vista que a melitina de A.
mellifera tem cerca de 12 kDa enquanto que a melitina-like utilizada por Kamanina et al. (2015)
apresenta 67 kDa, sendo 5 vezes maior.

Observa-se na figura 28 a sequéncia de aminoacidos da subunidade o da Na, K-ATPase
e em quais residuos de aminoacidos a melitina interagiu em todas as cinco diferentes
conformacdes, além de contabilizar quantas vezes houve interacdo com o residuo nas diferentes
conformacdes. E possivel observar uma maior interagio da melitina com motivo TGES e com
o dominio de ligacdo ao nucleotideo (N). Além disso, a interacdo da melitina ficou restrita aos
dominios citoplasmaticos, ndo sendo observada interacdo com os residuos de aminoacidos
pertencentes aos segmentos transmembranares.

Os valores de RMSD calculados para cada uma das conformacdes de Na, K-ATPase
(E1, E1P, E2P, E2P+Qua e E2) ap0s a interacdo com a melitina tiveram os valores respectivos
de 0.426, 0.627, 0.523, 0.334 e 0.350. Quanto maior um valor de RMSD, mais a conformagéo
da molécula se alterou ap0s a interacdo, entdo, sugere-se que a Na, K-ATPase obteve maior
mudanca conformacional em E1P, seguida por E2P e E1. Entretanto, foi evidenciado uma
aproximagéo dos residuos Glu??® e Arg®! em E2, 0 que pode acarretar numa maior alteracéo da
atividade enzimatica. Assim, é importante compreender, por meio de técnicas in silico, a
interacdo da melitina com a Na, K-ATPase, permitindo explicar o processo de inibicdo da Na,
K-ATPase pela melitina in vitro.

Para finalizar essa sessao, € possivel observar o ciclo de alteracGes conformacionais da
Na, K-ATPase ao interagir com a melitina, demonstrando as diferentes orientages da melitina
em cada diferente conformacdo (E1, E1P, E2, E2P) (Figura 29). Essa figura mostra que a
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melitina apresenta uma preferéncia pela regido catalitica da Na, K-ATPase, mais
especificamente pelos dominios atuador (A), de ligagdo ao nucleotideo (N) e de ligacdo ao
fosfato (P), ndo se ligando em nenhuma das 4 diferentes conformacdes as algas entre os

segmentos transmembranares ou a estes.

Figura 28. Sequéncia de aminodcidos da subunidade o da Na, K-ATPase, os residuos
destacados em amarelos tiveram interacdo com a melitina, sendo o nimero abaixo a quantidade
de interacBes contabilizando todas as cinco diferentes conformacdes. Os motivos altamente
conservados, TGES e DKTGRT(I/L), estdo marcados na figura, assim como 0 motivo
MIDPPRAA descrito por Kamanina et al., 2015. As cores correspondem ao padréo

demonstrado na figura 15.
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Figura 29. Ciclo catalitico e mudancas conformacionais de Na, K-ATPase interagindo com a
melitina de Apis mellifera. A Na, K-ATPase contém os dominios de fosforilacdo (P), atuador

(A) e de ligacdo ao nucleotideo (N), enquanto a melitina esta marcada com M.

5.5 Analise da atividade fosfolipasica da peconha bruta de A. mellifera em meio solido

A atividade fosfolipasica da peconha bruta pode ser observada pela presenca de um halo
transltcido proximo aos orificios de 5mm de diametro (Figura 30). Na literatura é descrito a
presenca de fosfolipases A2 e B na pegonha de A. mellifera, por tal motivo, esperava-se uma
atividade fosfolipasica que foi observada na amostra 10, em todas as concentracdes, uma das
mais recentes, sugerindo uma melhor preservacao da atividade enzimatica (Tabela 3). Por outro
lado, a amostra 11 também mostrou atividade fosfolipasica mas menos intensa que a amostra
10, visto que sé foi possivel observar o halo formado na maior concentra¢do. Em 50 ug de

peconha bruta, apenas a amostra 10 obteve atividade com a presenca de um halo de
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aproximadamente 1mm de didmetro. Por outro lado, em 100 pg de peconha bruta, houve a
formagéo de um halo de 4 mm de didmetro na presenca da amostra 10. Por fim, em 150 pg foi
possivel observar halos de 5 mm na presenca da amostra 10 e 1 mm na presenca da amostra 11,
também indicando a atividade fosfolipasica (Figura 30). Assim, esses resultados sugerem uma
relagdo dose-resposta, visto que quanto maior a concentragdo de pegonha bruta, maior o
tamanho do halo formado para a amostra A10. Observou-se também que ndo houve halos
identificados para as amostras A3 e A13, isso pode ser explicado pelo manejo da amostra que

pode ter perdido a atividade fosfolipasica por desnaturacdo da enzima.

Tabela 3. Atividade fosfolipasica da peconha bruta de Apis mellifera (ug/mL) em cada amostra

e o tamanho do halo formado em mm.

[Peconha bruta] pg/mL Amostra Halo formado (mm)
A3 0
Al0 1
50
All 0
Al3 0
A3 0
Al10 4
100
All 0
Al3 0
A3 0
Al0 5
150
All 1

Al3 0
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Figura 30. Atividade fosfolipésica da peconha bruta de Apis mellifera em meio solido em
diferentes concentragdes. A) 50 ug de peconha bruta. B) 100 pg de peconha bruta. C) 150 pg
de peconha bruta.

5.6 Andlise da atividade fosfolipasica da peconha bruta de A. mellifera em meio liquido

Apos realizar uma titulacdo potenciométrica, em triplicata, utilizando NaOH 1N, foi
observado uma atividade fosfolipasica média para a peconha de Apis mellifera de 24,93 mEq
de NaOH por mg de peconha bruta. Além disso, observou-se que utilizando solug&o salina ndo
houve alteragdes do pH, e nem na presenca de EDTA, indicando que o Ca*? é necessario para
a atividade dessa fosfolipase com um p<0.0012 (Figura 31).
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Figura 31. Quantificagdo da atividade fosfolipasica utilizando meio liquido com 100 pL de

peconha de A. mellifera a 1 mg/mL. Em triplicatas com um p<0.0012 (*).
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Assim, pode-se sugerir que ha a presenca de fosfolipases na peconha de Apis mellifera,
haja vista que foi possivel identificar atividade fosfolipasica em meio sélido e em meio liquido,
além da presenca de bandas entre 12,77 e 19,1 kDa que provavelmente correspondem a uma
fosfolipase, o que corrobora essa afirmativa, visto que foi identificada em todos os 5 géis de
eletroforese realizados nesse trabalho. Sabe-se que dentro das fosfolipases A2 (PLA2) ha as
Ca*2 dependentes, que necessitam desse ion para sua atividade enzimatica, o que foi observado
para peconha bruta de Apis mellifera (PASCHOAL, 2015). Logo, segundo a distribuicdo dos
grupos Ca*? dependentes da PLA2, a apitoxina poderia conter as PLA2 que s3o secretadas
(sPLA2) do grupo I, I1, 11, V, IX, X, XI, XII, Xl e X1V, porém, na literatura é descrito que as

fosfolipases A2 da apitoxina corresponde majoritariamente ao grupo 111 (LEE e BAE, 2016).
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6. CONCLUSAO

Os resultados do perfil proteico por eletroforese da peconha de A. mellifera africanizada
do Mato Grosso do Sul sugerem alguns componentes, tais como a fosfolipase A2, hialuronidase,
fosfatase acida, MRIJP, a-glicosidase e melitina em sua forma tetramérica. Além disso, foi
possivel identificar a presenca de atividade fosfolipésica na apitoxina de A. mellifera do Mato
Grosso do Sul para as amostras A10 e A11 em ensaios utilizando meio s6lido e meio liquido,
sendo identificado uma fosfolipase Ca*? depentente.

Foi demonstrado também que a peconha bruta inibiu a atividade da Na, K-ATPase com
um ICso de 12,39 pg/mL e um K, de 12,63 pg/mL. Anélises in silico identificaram interacGes
entre a melitina e a Na, K-ATPase, principalmente em uma regido altamente conservada e
importante para a desfosforilacdo da enzima, o motivo TGES. Essa interacdo, assim como
outras em regides de ligacdo ao Mg*?, e aos residuos Glu?? e Arg®!, podem explicar a inibi¢éo
da atividade da Na, K-ATPase in vitro. Além disso, evidenciou-se uma preferéncia da melitina
pelos dominios citoplasmaticos da Na, K-ATPase, visto que ndo foram identificadas interacfes
nos segmentos transmembranares. Logo, a melitina pode inibir a Na, K-ATPase pela interacao
com os dominios citoplasmaticos A, N e P, os quais foram identificadas interacdes.

Esses dados sdo relevantes para compreender os mecanismos in silico e elucidar o
processo de inibicdo da Na, K-ATPase pela melitina, contribuindo para estudos sobre os efeitos
da apitoxina nos sistemas nervoso e renal. Além disso, o estudo da composicao da peconha de
A. mellifera africanizada do Mato Grosso do Sul enriquecera o banco de dados de componentes
bioquimicos presentes na apitoxina da abelha africanizada no Brasil, auxiliando no
desenvolvimento de soroterapias e inovag¢fes medicinais utilizando a apitoxina.

Para o futuro, tem-se como perspectiva a interacdo in vitro entre a melitina purificada e
a enzima Na, K-ATPase, para comparar se ha a inibicdo na mesma proporcao, e, caso nao,
identificar possiveis inibidores da Na, K-ATPase presentes na apitoxina além da melitina. Além
disso, espera-se uma analise dos componentes da apitoxina por meio da metodologia de
espectrometria de massas, de modo a identificar com maior precisdo 0s componentes proteicos

presentes na apitoxina.
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ANEXO |
Confeccéo e eficiéncia do coletor de apitoxina
Para a confeccdo do coletor de apitoxina, foram utilizados os seguintes materiais: 1 vidro

com dimensoes de 43x30x>0,3 cm, 1 base de madeira de 40x30x>2 cm, 2 tabuas de madeira de
40x4x1 cm, 1 tbua de madeira de 30x4x1 cm, 2 tbuas de madeira de 20x4x1 cm, 2 tdbuas de
madeira de 6x5x1 cm, 20 fios de cobre de 36 cm, 2 fios de cobre de 60 cm, 40 parafusos com
didametro de 2,2 mm e comprimento de 6,5 mm, 8 parafusos com 4 mm de didmetro e 50 mm
de comprimento, 1 bateria de 12 volts e 2 amperes, maquina de solda, material de solda Cobix,
alicate e furadeira.

O primeiro passo foi construir uma base para o coletor. O esboco para a construgéo deste
estd representado na Figura 30. Primeiramente, foi separado uma tabua de madeira com
tamanho correspondente ao vidro (Figura 32A). Os itens “c”, “d” e¢ “e” da Figura 30B
correspondem a base utilizada como suporte tanto para o vidro do coletor quanto para os fios
de cobre que irdo atravessar horizontalmente acima deste. Vale ressaltar que a altura dos
suportes ird depender da altura da base e do vidro, de modo que os fios de cobre fiqguem sobre
o0 vidro. Foram entdo utilizados os parafusos 4x50mm para fixar as bases umas nas outras
garantindo a sustentacdo do coletor.

Ap0ls a montagem da base (Figura 32A) com uma furadeira e uma broca correspondente
ao diametro dos fios de cobre, fez-se furos paralelos entre os suportes “c” e “d”. Apo0s isso,
inseriu-se o fio de cobre entre os furos e, parafusou-se com parafuso 2,2x6,5mm, esse processo
foi repetido até que todos os fios de cobre tenham sido parafusados. Os fios de cobre foram
mantidos esticados durante o processo, fazendo-se uso de um alicate. Ap6s a montagem do
sistema com os fios de cobre, procedeu-se a montagem do suporte para a bateria, parafusando-
0 na base (Figura 32C).

A seguir, foi soldado um dnico fio de cobre que liga o polo negativo aos fios de cobre

que terdo polo negativo; ou seja, um unico fio deve ter apenas um polo da bateria correndo, e
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os fios adjacentes, o outro polo. Dessa forma, os fios ficardo em uma ordem de positivo,
negativo, positivo, ou o inverso, tendo sempre um fio positivo ao lado de um negativo.
Vale ressaltar que apds as ultimas adaptacdes realizadas no coletor e suas respectivas

coletas, obteve-se uma média de 20.65 mg de peconha bruta por coleta (Figura 33).

Figura 32. Esboco para construcéo do coletor de apitoxina. A) O item “a” corresponde ao vidro
do coletor, sendo este inserido dentro da base “B”. B) Os itens “b”, “c”, “d” e “¢” correspondem
a base do coletor, sendo estes de plastico ou madeira. C) Os itens “f’, “g”, “i” e “h”
correspondem a base para a bateria que deve ser anexada na base do coletor. D) Corresponde a

montagem do coletor. E) Coletor de apitoxina montado.
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k. Como ligar
os fios na bateria

Fonte: Acervo do autor.



Figura 33. Demonstracdo do método utilizado para coletar apitoxina assim como
equipamento confeccionado.
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ANEXO I
Depdsito da patente do coletor de apitoxina

| il L i 12/12/2024 870240106075
A DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL AR AT
29409162326099776
Pedido nacional de Invencdo, Modelo de Utilidade, Certificado de Adicdo de Invencéo e
entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo: BR 10 2024 025998 0

Dados do Depositante (71)
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Depositante 1 de 1

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica CPF/CNPJ: 15461510000133

Nacionalidade: Brasileira

Qualificagdo Juridica: Instituicdo de Ensino e Pesquisa

Endereco: Av Costa e Silva, s/n° - Cidade Universitaria Cidade: Campo Grande
Estado: MS

CEP: 79070-900

Pais: Brasil Telefone: (67) 3345 7188

Fax:

Email: nit.aginova@ufms.br
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PETICIONAMENTO  Esta solicitacio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 12/12/2024 as
ELETRONICO 14:41, Peticio 870240106075

Dados do Pedido

Natureza Patente: 10 - Patente de Invencéo (PI)

Titulo da Invenc&o ou Modelo de DISPOSICAO CONSTRUTIVA APLICADA EM
COLETOR DE

Utilidade (54): APITOXINA

Resumo: A presente inovacao apresenta um coletor de Apitoxina, construido
preferencialmente em vidro e madeira, compreendendo fios de cobre precisamente
posicionados e montados ao longo da estrutura, em que os fios de cobre séo alimentados por
meio de uma bateria e unidos a esta por meio de parafusos.

Figura a publicar: 1
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PET ’C’gNAMENT O Esta solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 12/12/2024 s
ELETRONICO 14:41, Peticio 870240106075
Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 3

Nome: MALSON NEILSON DE LUCENA CPF: 07002652605
Nacionalidade: Brasileira Qualificacdo Fisica: Pesquisador
Endereco: Rua Cesar Ramos dos Santos, 351, casa 185, Rita Vieira.
Cidade: Campo Grande Estado: MS

CEP: 79052-564 Pais: BRASIL

Telefone: (67) 981 053484 Fax:

Email: malson.lucena@ufms.br

Inventor 2 de 3

Nome: WALTER MATHEUS SCHNEIDER BLEMA CPF: 00119927195
Nacionalidade: Brasileira Qualificacdo Fisica: Pesquisador

Endereco: Av. Marechal Floriano, Vila Bandeirantes, 440 Cidade: Campo Grande
Estado: MS

CEP: 79006-840 Pais: BRASIL

Telefone: (67) 998 321006 Fax:

Email: walterblema@gmail.com

Inventor 3 de 3

Nome: ALYNNE COELHO RIBEIRO CPF: 07169739100

Nacionalidade: Brasileira Qualificacdo Fisica: Pesquisador

Endereco: Rua General Angelo Frulegui da Cunha, 1956 Cidade: Campo Grande
Estado: MS

CEP: 79093-210 Pais: BRASIL

Telefone: (67) 984 343331 Fax:

Email: alynne.ribeiro@ufms.br

Documentos anexados

Tipo Anexo Nome
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Comprovante de pagamento de GRU 200 GRU _comprovante de pagamento.pdf Desenho
Coletor de Apitoxina - Desenhos.pdf
Reivindicacdo MU - Coletor de Apitoxina - Reivindicag¢des.pdf Relatorio Descritivo
MU - Coletor de Apitoxina - Relatorio.pdf
Resumo MU - Coletor de Apitoxina - Resumo.pdf

PET lCIgNAMENT O Esta solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrnico em 12/12/2024 s
ELETRONICO 14:41, Peticio 870240106075

Acesso ao Patrimdnio Genético

M Declaracdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de
invencédo ndo foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patrimonio
Genético

Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou néo se aplica.

Declaragéo de veracidade

Declaro, sob as penas da lei, que todas as informac6es acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.
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PET ICIgNAMENT O Esta solicitagdo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 12/12/2024 as
ELETRONICO 14:41, Peticio 870240106075

INSTRUCOES:

A data de vencimento nao prevalece sobre o prazo legal. O pagamento deve ser efetuado
antes do protocolo. Orgéos publicos que utilizam o sistema SIAFI devem utilizar o niimero
da GRU no campo NUumero de Referéncia na emissao do pagamento. Servico: 200-Pedido
nacional de Invencéo, Modelo de Utilidade, Certificado de Adicdo de Invencédo e entrada
na fase nacional do PCT

Cligue agui e pague este boleto através do Auto Atendimento Pessoa Fisica. Clique aqui e
pague este boleto através do Auto Atendimento Pessoa Juridica.
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REIVINDICACOES
1. “DISPOSICAO CONSTRUTIVA  APLICADA EM
COLETOR DE APITOXINA”, apresentando um coletor (1) de Apitoxina do tipo elétrico,
caracterizado pelo fato de que o coletor (1) compreende uma estrutura (2) em formato de caixa,
construida preferencialmente em material isolante elétrico, mais preferencialmente em madeira,
em que a estrutura (2) dispde de bordas (3) que se estendem para cima em relacdo a estrutura
(2) e séo posicionadas nas laterais e na por¢édo inferior da referida estrutura (2); sendo que o
coletor (1) compreende também uma placa de vidro (4), disposta sobre a estrutura (2) em
formato de caixa, em que a dita placa de vidro (4) possui 0 mesmo formato da estrutura (2),
sendo montada sobre esta, de maneira que encosta nas bordas (3) e se estende para fora da
estrutura (2), em que na regido de suas bordas (3), apresenta uma série de furagdes paralelas, as
quais recebem um fio condutor (5), preferencialmente construido em cobre, em que ditos fios
condutores (5), sdo dispostos nessas furacdes, de maneira que fiquem esticados e sensivelmente
distantes da placa de vidro (4), sendo que o coletor (1) compreende também, uma bateria (6),
alocada em um suporte de bateria (7), em que o dito suporte de bateria (7) se encontra localizado
junto a porc¢do inferior da estrutura (2), em que a bateria (6) dispde de dois cabos elétricos
soldados em cada um de seus polos, sendo um cabo elétrico positivo (6a) e um cabo elétrico
negativo (6b), sendo que estes cabos elétricos sdo unidos aos fios condutores (5) de maneira
alternada, garantindo uma alternancia quanto a polaridade dos referidos fios condutores (5)
adjacentes, em que a fixacdo dos cabos elétricos advindos dos polos da bateria (7) em cada um

dos fios condutores (5) é realizada por meio de parafusos (8).
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“DISPOSICAO CONSTRUTIVA APLICADA EM COLETOR DE APITOXINA”
CAMPO DE APLICACAO

[01]

[02]

[03]

[04]

[05]

A presente inovagao esta contida no campo técnico das colmeias, mais especificamente no
campo dos dispositivos auxiliares, tais quais os dispositivos para coleta de mel e/ou outras
substancias advindas das abelhas.

Mais precisamente, a presente inovagéo apresenta uma disposi¢éo construtiva aplicada em
coletores de Apitoxina, em que o dito coletor apresenta um maior espaco de interacdo com
as abelhas, bem como a utilizacao de parafusos para a conexao dos fios condutores junto a
estrutura do coletor, de maneira que os parafusos, quando energizados, atraem as abelhas

para a sua regido mais proxima, resultando em um aumento da coleta de Apitoxina.

DESCRIGCAO DO ESTADO DA TECNICA

A Apitoxina é uma substancia utilizada pelas proprias abelhas como forma de protecéo e

defesa da colmeia, por meio de uma comunicacdo entre as abelhas a partir de feromonios,
o0s quais indicam a localizagdo dos possiveis inimigos.

A Apitoxina possui cerca de cinquenta componentes ja identificados e, além da sua atuacdo
como veneno, também possui efeitos benéficos, tendo sido usada para o tratamento de
varios problemas de salde, tais como eczemas, Ulceras tdpicas, infeccdes, reumatologias,
problemas cardiovasculares, pulmonares e ortopédicos, além de atuar na prevencdo e
inibicdo de alguns tipos de canceres e esclerose multipla.

Para que a Apitoxina possa ser utilizada sem a necessidade de se submeter a ferroada de
uma abelha, alguns métodos de extracdo foram desenvolvidos, sendo que a utilizagdo de
coletores elétricos colocados na entrada da colmeia, possibilita o recolhimento da apitoxina

bruta.



[06]

[07]
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Entretanto, alguns problemas técnicos sdo encontrados nos processos de coleta de
Apitoxina por meio de coletores elétricos, uma vez que o seu principio de funcionamento
submete as abelhas a um elevado estresse, tendo em vista que elas sdo submetidas a
pequenos choques elétricos, os quais contraem a musculatura acessoria da glandula de
veneno, resultando na liberacdo de uma quantidade da substancia sobre uma placa de vidro,
em que a porcdo volatil evapora e a porcao seca pode ser coletada. Esse estresse ao qual as
abelhas s&o submetidas influencia negativamente na quantidade de Apitoxina coletada,
bem como as construtividades dos coletores elétricos, também limitam a quantidade de
substancia coletada.

Nesse contexto, algumas soluc@es ja foram desenvolvidas e estdo presentes no estado da
arte, como pode ser observado no documento de patente BR 10 2019 010808-8 —
CENTRAL DE COLETA DE APITOXINA, sob titularidade de INSTITUTO FEDERAL
DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO RIO GRANDE DO NORTE, cujo
resumo apresenta um central de coleta de Apitoxina composta por um veiculo portatil
confeccionado em fibra de vidro (FIG. 1), dois pneus de borracha fixados ao chassi. Em
seu interior sdo acomodadas 4 caixas coletoras de Apitoxina desmontadas (5), também séo
acomodadas 20 placas coletoras, além de 40 ldaminas de vidro extras (6). As caixas coletoras
descritas acima comportam 5 placas coletoras de Apitoxina e sdo confeccionadas de
madeira, plastico ou fibra de vidro (5) sdo dotadas com um sistema de engate rapido (FIG.
4) para sua montagem no momento da coleta. As placas coletoras sdo de dupla face (FIG.
3) permitindo coletar Apitoxina em ambos os lados da lamina de vidro, sdo confeccionadas
em poliestireno de alto impacto ou acrilico e reforgadas por cantoneiras de aluminio. A
placa coletora possui uma malha de aco inox (18) em ambos os lados, entre as malhas é
colocada uma lamina de vidro (20) sobre a qual serd depositada a apitoxina. Na
extremidade da placa tem um terminal elétrico (21) para estabelecer o contato com 0s

encaixes elétricos das caixas
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coletoras. O Gerador de pulsos (FIG. 5) conta com uma bateria recarregavel (27), que alimenta
o sistema eletronico. O gerador de pulsos possui um alarme sonoro de deteccéo de falhas nas
placas coletoras. Fixado internamente a caixa coletora ha também um carregador de bateria.
O painel de controle do gerador de pulsos conta com uma chave (14) que seleciona as funcées
pulso ou carga, conta ainda com um display indicador de nivel de carga da bateria.

[08] Outro documento que versa sobre solu¢bes para 0 mesmo problema técnico é o documento
de patente KR101240291 — DEVICE FOR COLLECTING APITOXIN, sob titularidade de
WISSEN CO LTD, cujo resumo descreve um coletor de veneno de abelha para evitar o
curto-circuito entre os eletrodos e para manter a distancia entre os eletrodos.
CONSTITUICAO: Um coletor de veneno de abelha é composto por um corpo principal
(210) formado por um suporte na frente e atras, um membro de eletrodo no qual um
eletrodo é montado no suporte e um eletrodo positivo e um eletrodo negativo sdo dispostos
com um intervalo, e que é conectado a uma haste de conexdo positiva e uma haste de
conexdo negativa, e um modulo de controle

(280) que é montado em um lado do corpo principal e fornece energia ao eletrodo ou bloqueia
a energia. O médulo de controle inclui uma bateria recarregavel e uma placa coletora de luz
(281) para fornecer eletricidade a bateria usando a luz solar.

[09] Também é um exemplo de documento que versa sobre solu¢es para 0 mesmo problema
técnico, o documento KR101003672 — DEVICE FOR COLLECTING APITOXIN, cujo
resumo refere-se a um dispositivo para coleta de Apitoxina que torna 0 movimento e a
instalacdo convenientes, evitando que um fio seja exposto ao exterior de um dispositivo
para coleta de Apitoxina. CONSTITUICAO: Um dispositivo para coletar Apitoxina é
composto por: um corpo principal (110) no qual um suporte € formado em ambos os lados,
onde uma parte do espaco é formada; um membro do eletrodo no qual ambas as
extremidades séo fixadas em um suporte que atravessa a parte do espago; uma placa

coletora localizada na parte inferior da haste do eletrodo e na qual



100

ambas as extremidades sdo fixadas na parte inferior do suporte; uma bateria recarregével capaz
de fornecer energia; uma placa de circuito impresso na qual os componentes eletrénicos sao
montados; e um médulo de controle (180).

[0010] Mesmo com as solugdes presentes no estado da técnica, nota-se que 0 mesmo se
beneficiaria do advento de uma disposicdo aplicada em coletor de Apitoxina que diminua o
estresse causado nas abelhas, no momento da coleta, aumentando a quantidade de substancia
coletada, em que a dita disposicdo também favoreca uma reducdo dos custos de producéo e
uma imediata adaptagdo para utilizacdo junto as colmeias.

BREVE DESCRICAO DA INOVACAO

[0011] A presente inovacdo tem como objetivo apresentar uma disposicdo construtiva aplicada

em coletor de Apitoxina do tipo elétrico, a qual favorece uma reducdo nos custos de producao,
diminui o estresse causado nas abelhas no momento da coleta de Apitoxina e aumenta a
produtividade durante a coleta.

[0012] Paratanto, um objetivo da presente inovacgdo é apresentar uma disposi¢ao construtiva
aplicada em coletor de Apitoxina compreendendo uma estrutura preferencialmente construida
em madeira.

[0013] Outro objetivo da presente inovacédo é apresentar uma disposicao construtiva aplicada
em coletor de Apitoxina compreendendo uma placa de vidro montada sobre a estrutura, sendo
que a estrutura apresenta bordas que circundam a placa de vidro, ao menos em trés partes.
[0014] Também é um objetivo da presente inovacdo, apresentar uma disposi¢do construtiva
aplicada em coletor de Apitoxina compreendendo fios condutores alocados nas bordas da

estrutura, de maneira esticada e alimentados eletricamente por uma bateria.
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[0015] Por fim, outro objetivo da presente inovagéo é apresentar uma disposicao construtiva
aplicada em coletor de Apitoxina em que os fios condutores elétricos séo alimentados de
maneira alternada quanto a sua polaridade, sendo unidos aos polos da bateria por meio de
parafusos que garantem que permanegam esticados e que exergam maior interesse nas abelhas,
dada a conducéo de eletricidade por estes.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0016] A matéria objeto desta inovacdo ficara totalmente clara em seus aspectos técnicos a

partir da descri¢cdo pormenorizada que seré feita com base nas figuras abaixo relacionadas,
nas quais:

[0017] A FIG. 1 apresenta uma vista em perspectiva da disposicao aplicada em um coletor
de Apitoxina, compreendendo uma estrutura em material isolante elétrico, placa de vidro,
bateria e fios condutores e bateria para alimentacdo elétrica; e

[0018] A FIG. 2 apresenta uma fotografia quanto a utilizacdo do coletor de Apitoxina em
campo, demonstrando que as abelhas demonstram maior interesse nas regides préximas aos
parafusos que realizam a conexao elétrica entre os fios condutores e 0s polos da bateria;
DESCRICAO DETALHADA DA INOVACAO

[0019] Em conformidade com os objetivos apresentados por meio da breve descrigdo, 0
presente pedido de patente de modelo de utilidade: “DISPOSICAO CONSTRUTIVA
APLICADA EM COLETOR

DE APITOXINA™, apresenta um coletor de Apitoxina (1), construido preferencialmente em
vidro e madeira, compreendendo fios de cobre precisamente posicionados e montados ao
longo da estrutura, em que os fios de cobre sdo alimentados por meio de uma bateria.

[0020] O coletor de Apitoxina (1) apresenta uma estrutura (2) em formato de caixa, construida

preferencialmente em material
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isolante elétrico, mais preferencialmente em madeira. A referida estrutura (2) em formato de
caixa dispbe de bordas (3), também construidas em material isolante, preferencialmente em
madeira, em que as ditas bordas (3) se estendem para cima em relacdo a estrutura (2) e séo
posicionadas nas laterais e na por¢éo inferior da referida estrutura (2).

[0021] O coletor de Apitoxina (1) compreende também uma placa de vidro (4), disposta sobre
a estrutura (2) em formato de caixa, em que a dita placa de vidro (4) possui 0 mesmo formato
da estrutura (2), sendo montada sobre esta, de maneira que encosta nas bordas (3) e se estende
para fora da estrutura (2), facilitando a sua retirada, quando necessario.

[0022] O coletor de Apitoxina (1), na regido de suas bordas (3), apresenta uma série de
furacOes paralelas, as quais recebem um fio condutor (5), preferencialmente construido em
cobre, em que ditos fios condutores (5), sdo dispostos nessas furacdes, de maneira que fiquem
esticados e sensivelmente distantes da placa de vidro (4).

[0023] O coletor de Apitoxina (1) compreende também, uma bateria de 12V e 2A (6), alocada
em um suporte de bateria (7), em que o dito suporte de bateria (7) se encontra localizado junto
a porcao inferior da estrutura (2), sendo este também construido em material isolante,
preferencialmente madeira.

[0024] A bateria (6) dispde de dois cabos elétricos soldados em cada um de seus polos, sendo
um cabo elétrico positivo (6a) e um cabo elétrico negativo (6b), sendo que estes cabos elétricos
séo unidos aos fios condutores (5) de maneira alternada, garantindo uma alternancia quanto a
polaridade dos referidos fios condutores (5) adjacentes.

[0025] A fixacdo dos cabos elétricos advindos dos polos da bateria (6) em cada um dos fios
condutores (5) é realizada por meio de parafusos (8). Esses parafusos (8) garantem que os fios
condutores (5) fiquem sempre esticados e também funcionam como um fator de interesse para

as
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abelhas, uma vez que a corrente conduzida por meio desses parafusos (8) incomoda as abelhas
que estdo na porta da colmeia, como pode ser observado por meio da FIG. 2, resultando em
uma tentativa de defesa por parte delas, garantindo que mais abelhas se interessem pelo coletor
(1), diminuindo o estresse decorrente da coleta da Apitoxina.

[0026] Em experimentos realizados com o coletor (1), foram realizadas diversas coletas de
Apitoxina, sendo que as coletas foram realizadas por cerca de 40 minutos e resultaram em
uma média de 36,4 mg de Apitoxina, comprovando que a disposic¢ao construtiva aplicada no
coletor (1) possibilita melhores resultados frente aos coletores do estado da técnica.

[0027] Deve ficar entendido que a presente descri¢do ndo limita a aplicacéo aos detalhes aqui
descritos e que a invencao € capaz de outras modalidades e de ser praticada ou executada em
uma variedade de modos, dentro do escopo das reivindicacdes. Embora tenham sido usados
termos especificos, tais termos devem ser interpretados em sentido genérico e descritivo, e

ndo com o propdsito de limitacao.
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RESUMO
DISPOSIC}AO CONSTRUTIVA APLICADA EM COLETOR DE APITOXINA
A presente inovacdo apresenta um coletor de Apitoxina, construido preferencialmente
em vidro e madeira, compreendendo fios de cobre precisamente posicionados e montados ao
longo da estrutura, em que os fios de cobre sdo alimentados por meio de uma bateria e unidos

a esta por meio de parafusos
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ANEXO |11
SisGen

Ministério do Meio Ambiente i
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A6D6C06

A atividade de acesso ao Patrim6nio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A6D6C06

Usuario: UFMS

CPF/CNPJ: 15.461.510/0001-33
Objeto do Acesso: Patrimdnio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa

Espécie

Apis mellifera

Titulo da Atividade: ANALISE DA COMPOSICAO DA PECONHA DE APIS MELLIFERA DO MATO
GROSSO DO SUL E OS EFEITOS CINETICOS DA MELITINA NA ATIVIDADE
DA ENZIMA NA,K-ATPASE

Equipe

MALSON NEILSON DE LUCENA UFMS
Walter Matheus UFMS
Alynne Coelho Ribeiro UFMS
JESSICA DE MORAES CARRETONE UFMS
Frederico Nakasone Ferreira UFMS
Rodrigo Zaluski UFMS

Resultados Obtidos
Divulgacao de resultados em meios cientificos ou de comunicacéo
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Requerimento de propriedade intelectual
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Cédigo do requerimento: BR10202402599
Numero da patente: 12/12/20024

Data do Cadastro: 05/02/2025 11:00:25
Situagdo do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patrimoénio Genético

Situagdo cadastral conforme consulta ao SisGen em 14:48 de 07/03/2025.
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