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RESUMO

Conforme foram ocorrendo a multiplicagdo e propagacgao das abelhas africanizadas
aumentaram acentuadamente os acidentes apilicos no Brasil, fazendo com que as
autoridades de saude publica incluissem este acidente como objeto de vigilancia
sanitaria. Cerca de 8,24% do numero total de acidentes causados por animais
peconhentos no Brasil sdo provocados por multiplas ferroadas de abelhas. Diante do
crescente numero de casos clinicos por acidentes por abelhas africanizadas e,
consequentemente de obitos, despertou-se a necessidade de se dispor de um
tratamento eficaz. Assim, a equipe de pesquisadores do Centro de Veneno de
Animais Peconhentos — CEVAP/SP em parceria com o Instituto Vital Brazil (RJ),
desenvolveram um soro antiapilico, o qual foi testado em um estudo clinico fase /Il
em pacientes que sofreram multiplas ferroadas de abelhas africanizadas. Neste
contexto, os estudos de venbmica realizados por nosso grupo de pesquisa,
evidenciaram que mesmo apds a soroterapia especifica desses pacientes, ainda
existem toxinas do veneno da abelha no sangue dos pacientes tratados apds a alta
médica. Diante dessa observacao clinica e tendo em vista estudos ja publicados na
literatura sobre a presenca de microvesiculas no veneno de serpentes, postularam-
se hipoteses sobre a presenca do veneno da abelha Apis mellifera presente na
corrente sanguinea dos pacientes deste estudo clinico: “O veneno da abelha foi
liberado na corrente sanguinea dos pacientes tardiamente pois estavam
encapsulados em microvesiculas oriundas do préprio veneno?” ou “O veneno da
abelha foi liberado na corrente sanguinea dos pacientes tardiamente pois estavam
encapsulados em microvesiculas formadas pelo proprio organismo dos pacientes
por meio do brotamento de microvilos na fagocitose celular dos antigenos
circulantes apos o acidente?”. Assim, o0 objetivo desse trabalho foi isolar as
microvesiculas extracelulares do veneno de Apis mellifera, quantificar e mensurar
seus diametros, além de descrever o perfil proteico total dessas microvesiculas por
meio da estratégia de analise protedmica. Os resultados que foram obtidos neste
trabalho evidenciaram multiplas proteinas, onde dentre as 4 fragdes analisadas em
laboratoério, somente a fragdo 1 e 2 resultaram e expressaram conteudo proteico,
enzimatico e fragmentos peptidicos. Muitas proteinas foram encontradas, e
analisadas sua relago com o0 envenenamento provenientes das abelhas
africanizadas Apis mellifera, em que o processo de atuacao de tais proteinas ainda
deixa duvidas sobre os conceitos de seus impactos no corpo humano. Desta forma,
supoe-se que, as microvesiculas presentes no veneno da abelha Apis mellifera sao
frutos do desprendimento de brotos membranares de orgaos/tecidos durante sua
vida, os quais podem ser conduzidos para a glandula de veneno pela proximidade
gue a mesma tem com o intestino deste inseto. Dentre varias proteinas encontradas
a proteina acid phosphatase type 7 (Fosfatase acida tipo 7) juntamente com a
proteina Fosfatase 1H, tém relacdo ao envenenamento das abelhas africanizadas
Apis mellifera, induz reacdes de toxidade que sao inoculadas durante a ferroada no
momento de defesa das abelhas meliferas, conduzido o acometido a reacoes
alérgicas ap6s envenenamento da apitoxina. Por fim os resultados obtidos neste
trabalho serdao de grande contribuicdo para proximos estudos envolvendo as
proteinas caracterizadas nas microvesiculas.

Palavras-chaves: Envenenamento por abelhas, analise protebmica, microveisulas
extracelulares, espectrometria de massas, Nanoparticle Tracking Analysis.



ABSTRACT

As the multiplication and spread of Africanized bees occurred, beekeeping accidents
in Brazil increased sharply, causing public health authorities to include this accident
as an object of health surveillance. Around 8.24% of the total humber of accidents
caused by venomous animals in Brazil are caused by multiple bee stings. Faced with
the growing number of clinical cases due to accidents involving Africanized bees and,
consequently, deaths, the need for effective treatment has emerged. Thus, the team
of researchers from the Venomous Animal Poison Center — CEVAP/SP, in
partnership with the Vital Brazil Institute (RJ), developed an anti-epile serum, which
was tested in a phase I/ll clinical study on patients who suffered multiple Africanized
bee stings. In this context, venomics studies carried out by our research group
showed that even after specific serum therapy for these patients, bee venom toxins
still exist in the blood of patients treated after medical discharge. In view of this
clinical observation and taking into account studies already published in the literature
on the presence of microvesicles in snake venom, hypotheses were postulated about
the presence of Apis mellifera bee venom present in the bloodstream of patients in
this clinical study: “The venom of the bee was released into the patients’ bloodstream
late because they were encapsulated in microvesicles originating from the venom
itself?” or “Was the bee venom released into the patients' bloodstream late because
they were encapsulated in microvesicles formed by the patients' own bodies through
the sprouting of microvilli in the cellular phagocytosis of circulating antigens after the
accident?” Thus, the objective of this work was to isolate the extracellular
microvesicles from Apis mellifera venom, quantify and measure their diameters, in
addition to describing the total protein profile of these microvesicles through the
proteomic analysis strategy. The results obtained in this work showed multiple
proteins, where among the 4 fractions analyzed in the laboratory, only fractions 1 and
2 resulted and expressed protein, enzymatic content and peptide fragments. Many
proteins were found, and their relationship with poisoning from Africanized bees Apis
mellifera was analyzed, in which the process of action of such proteins still leaves
doubts about the concepts of their impacts on the human body. In this way, it is
assumed that the microvesicles present in the venom of the Apis mellifera bee are
the result of the detachment of membrane buds from organs/tissues during their life,
which can be led to the venom gland due to the proximity it has to the intestine of this
insect. Among several proteins found, the protein acid phosphatase type 7 (acid
phosphatase type 7) together with the protein Phosphatase 1H, are related to the
poisoning of Africanized bees Apis mellifera, it induces toxicity reactions that are
inoculated during the sting during the defense of honey bees , leading the affected
person to allergic reactions after apitoxin poisoning. Finally, the results obtained in
this work will be of great contribution to future studies involving the proteins
characterized in microvesicles.

Keywords: Bee poisoning, proteomic analysis, extracellular microvehicles, mass
spectrometry, Nanoparticle Tracking Analysis.
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1. INTRODUCAO

Segundo Pegoraro (2017), a apicultura foi revolucionada em 1851, quando o
Padre e Matematico, Lorenzo Lorraine Langstroth, estudando as colmeias de
abelhas nos Estados Unidos, descobriu o “espaco abelha” e arquitetou a primeira
colmeia racional, nomeando-a de Langstroth. Foi ai que a apicultura passou a ser
racional e o modelo de colmeia Langstroth difundida no mundo inteiro.

Para que o homem pudesse consumir o mel, era promovida uma genuina
cagada ao mel, a qual, muitas vezes, era dificultada pelo fato de os enxames se
localizarem em locais de dificil acesso que proporcionavam risco a vida dos
coletores. Como naquela época nao se sabia separar o mel dos favos, o homem
ingeria uma mistura composta por mel, pdlen, cera e as crias das abelhas, muitas
das vezes, os enxames morriam ou tinham que fugir, fazendo com que o homem
tivesse que cacar mais ninhos para consumir o alimento (SOUZA et al., 2019).

Conforme Queiroga et al. (2015), o mel sempre chamou a atengcdo do
homem, sendo um dos alimentos mais antigos. O uso do mel vai além da
alimentacdo do ser humano, na antiguidade, o produto era utilizado como
conservante de frutas, graos, medicamento e, inclusive, como oferenda aos deuses
egipcios. De acordo com Rodrigues (2017), nesse periodo, a exploragcao das
abelhas era feita de forma rustica, quando o mel e a cera eram obtidos com a
destruicdo parcial da colmeia. Os produtos eram adquiridos em pequenas
quantidades e as abelhas tinham que refazer a colmeia ap6s cada colheita.

A historia da apicultura no Brasil teve inicio no ano de 1839, quando o Padre
Anténio Carneiro introduziu as abelhas europeias (Apis mellifera), trazidas da cidade
de Porto, em Portugal, e as instalou no estado do Rio de Janeiro para a producao
comercial de mel e para extracdo de cera no intuito da confeccdo de velas
(QUEIROGA et al., 2015; PEGORARO et al., 2017).

A apicultura brasileira desenvolveu sua cultura de forma rudimentar na
regiao sudeste, trazendo impactos tecnoldgicos, sociais e biolégicos, sendo
exploradas para producao de cera e mel, sem muitos critérios de seguranca e de
uma forma pouco profissional. Em 1950, segundo um levantamento de produgédo em
toneladas de mel de abelha, constatou que a produgao brasileira era baixa forgando
produtores buscarem alternativas em outros paises de novas espécies de abelhas
(QUEIROGA et al., 2015; PEGORARO et al., 2017).
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De acordo com Pegoraro et al. (2017), as abelhas africanas (Apis mellifera
scutellata) no ano de 1956 no municipio de Rio Claro (SP), o professor Warwick E.
Kerr, com a crescente narrativa da necessidade de aumento de producao de cera e
mel, foi em busca de novas opcdes de espécies voltadas ao aumento da
produtividade de mel no Brasil. Apds sua viagem pela Africa, trouxe algumas
abelhas rainhas da espécie Apis mellifera scutellata. Porém, apds diversas colmeias
enxamearem pela cidade de Rio Claro e regido, houve novas abelhas, proveniente
de diversos cruzamento originando abelhas hibridizadas, denominadas como
abelhas africanizadas, as quais, formam todo o plantel existente atualmente no
Brasil.

Neste novo cenario as abelhas hibridizadas, sdo insetos que se situam no
Filo Artrépodes, o qual possui a maior diversificacdo de organismos do Reino
Animalia, pertencem a classe Insecta, ordem dos Himenopteros, género Apis, familia
Apidae, espécie mellifera. E constituida por mais de 20 mil espécies diferentes de
abelhas, sendo a espécie Apis mellifera a mais importante em relagao a polinizagao,
auxiliando na producédo de alimentos, a exemplo de mel, cera, polen, propolis e
geleia real. O género Apis abrange as abelhas sociais, as quais sao mais
empregadas comercialmente, e sdo classificadas em sete espécies distintas, sendo
elas: Apis dorsata, A. cerana, A. florea, A. koschevnikov, A. andreniformes, A.
laboriosa e A. mellifera. Apesar das riquezas de espécies e do conhecimento da
fauna da familia Apidae e dos ecossistemas, ainda se carece muito de estudos
sobre as abelhas brasileiras, deixando-as num status de pouco conhecida
(DOMINGOS, 2016; SANTOS, 2017).
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1.1. As abelhas Apis mellifera e as notificacdes dos acidentes apilicos no Brasil

As abelhas africanizadas surgiram de cruzamentos e sao consideradas poli
hibridas. Tal cruzamento ocorreu entre as espécies africanas Apis mellifera
scutellata e Apis mellifera adansonni, com as espécies europeias Apis mellifera
mellifera e Apis mellifera carnica, lingustica e caucasica. Desse cruzamento,
surgiram abelhas altamente produtoras de mel, com alta capacidade de
enxameacao, adaptabilidade as diversas condi¢des climaticas e tolerantes a pragas
e doencas (SILVA et al., 2020).

Porém, o resultado da africanizacdo das abelhas trouxe situacoes
problematicas para o Brasil, quanto ao despreparo no manejo e formas de extracao
dos derivados naturais. A nova espécie de abelha possuia caracteristica de defesa
superior a outras espécies anteriormente introduzidas no pais, caracteristica essa
herdada das abelhas africanas. Nesse periodo, por ser uma espécie defensiva e
responsavel pelos altos indices de acidentes, agricultores desistiram de seu manejo,
havendo abandono da apicultura devido a agressividade apresentada pelas abelhas,
fato ocorrido concomitantemente pela falta de informacdo da populacdo daquela
época e pelo fato de elas estarem préximas a animais domésticos (ALVES, 2016 e
PEGORARO et al., 2017).

Iniciou-se, entdao, um processo de repulsa a essas abelhas e boatos de que
denominavam o polihibrido de abelha assassina, ndo o bastante, as abelhas
africanizadas demonstraram rapida adaptabilidade ao clima tropical e a vegetagao
presente no pais, favorecendo, deste modo, a acelerada reproducao da espécie e a
elevada enxameacéao, sendo que somente mais tarde com auxilio de novas técnicas
na agricultura, voltaram a manejar para fins comerciais de seus derivados (ALVES,
2016 e PEGORARO et al., 2017).
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A defensividade das abelhas é causadora dos acidentes acometidos pelo
seu envenenamento, sendo classificado pelo Sistema de Informacao de Agravos de
Notificacdo do Ministério da Saude do Brasil (SINAN), como um animal peconhento
de alto indice de periculosidade, quanto aos seus ataques. E sabido que muitos
acidentes apilicos ocorreram conforme a expansao das abelhas africanizadas no
Brasil, fazendo com que as autoridades de saude publica incluissem este acidente
como objeto de vigilancia sanitaria (SINAN, 2023).

Além dos processos alérgicos, que variam desde leves a graves, as
multiplas ferroadas por abelhas estdo associadas em geral a quadros de
envenenamentos graves. Recentemente, os acidentes causados por abelhas tém
merecido maior atencao devido a sua gravidade e sua letalidade. Segundo o SINAN,
(Tabela 1), os acidentes por abelhas representam cerca de 8,42% do numero total
de acidentes causados por animais pegonhentos (SINAM, 2023).

Entre os 5 principais tipos de acidentes por animais peconhentos (ofidismo,
araneismo, escorpionismo e erucismo), o acidente por abelhas € o unico que nao
tem um soro especifico para o tratamento no Brasil, porém ha estudos acerca de
sua producido (MINISTERIO, 2024).

Tabela 1 - Notificagdes por Tipo de Acidente segundo Ano do acidente

Ano acidente  Branco Serpente Aranha  Escorpido Lagarta Abelha Outros Total

Em Branco 17 - - - - - - 17
2017 - - - 1 - - - 1
2020 2 10 8 81 5 8 5 119
2021 35 150 226 693 28 96 54 1282
2022 4468 28701 31826 177486 5054 23849 11968 283352
Total 4522 28861 32060 178261 5087 23953 12027 284771

Fonte: Ministério da Saude/SVSA - Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo - Sinan Net.

A partir do historico de acidentes provenientes do manejo das abelhas e na
extracdo de seus derivados sempre houve uma grande preocupacao por 6rgaos e
ministérios da saude quando ao alto risco do seu manejo, uma vez que as abelhas,

por acédo de defesa, ferroam quando se sentem ameacas (SINAM, 2023).
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1.2. Abdémen e ferréo das abelhas Apis mellifera

O corpo da Apis mellifera é dividido em trés partes: cabeca, torax e abdémen
(Figura 2). O ferrdo das abelhas Apis mellifera é constituido de uma parte operante e
uma parte glandular, com excecdo de outras partes nao vivas, tais como a quitina,
esclerotina, resilina e cera, que estao presentes no corpo dos insetos e possibilitam
que o mesmo tenha resisténcia, rigidez, flexibilidade e impermeabilidade. A parte
operante € dividida em aparato motor, formado por placas cuticulares e lancetas,
que ficam conectadas ao aparato motor por bracgos cuticulares curvos (CARVALHO,
2019).

Figura 2 - Divisdo Morfologica das abelhas Apis mellifera

Fonte: ARBOITTE, M. Z - 2008

No momento da ferroada ocorre a inocula¢do do veneno, e a abelha vém a
Obito por deixar parte de seu abdome e intestino ligado ao ferrdo, como mostra
abaixo a Figura 1, que tem formato pontiagudo com fisga/farpas, relacdo essa que
faz com que parte de seu corpo fique presa no momento da ferroada na pele da
pessoa acometida (COSTA et al., 2020).



14

Figura 1 - Abelha realizando uma ferroada

Fonte: ARBOITTE, M. Z - 2008

O ferrao pode ser utilizado pelas fémeas para defesa individual ou da
colmeia, embora a fémea que ferroou morra, ja que o ferrdo fica preso no objeto
ferroado. Esta acdo € vantajosa do ponto de vista da espécie, onde a perda de
alguns individuos ndo afeta a sobrevivéncia da col6nia. Na rainha, as farpas do
ferrdo sdo menos desenvolvidas do que nas operarias e a musculatura ligada ao
ferrdo mais forte, para que ela ndo o perca apés a ferroada (CARVALHO, 2019).

Dessa forma, para a rainha, o ferrdo € mais um instrumento de orientacao,
que visa a identificacdo das células dos favos onde vai depositar os ovos, ou para
ferroar outra rainha que tenha nascido ao mesmo tempo, com quem disputara pela
hegemonia da colmeia (RAMOS & CARVALHO, 2007).

As glandulas de veneno consistem em um tubo longo, fino e convoluto, que
finda em uma bifurcagcdo em fundo cego e uma parte alargada, que funciona como
reservatorio para a secrecao. Este reservatério liga-se ao ferrdo por um ducto curto,
durante a ferroada, o veneno produzido pelas glandulas de veneno, escorre por um
canal entre o estilete e as lancetas, penetrando no objeto ferroado, como mostra
abaixo na (Figura 3), (CARVALHO, 2019).
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Figura 3 - Sistema glandular da Abelha
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Fonte: Fonte: ARBOITTE, M. Z - 2008

1.3. Apitoxina, extracdo, composicao e sintomas

A palavra apitoxina vem do latim e significa: apis - abelha e toxikon -
veneno. O veneno € utilizado como formas de defesa e protegdo da colmeia. Fato
esse que favorece a eficiente comunicacao entre as abelhas por meio de feroménios
de alarme produzidos pelas células da glandula de veneno (isopentilacetato) e das
glandulas mandibulares (2-heptanona) das operarias. Esses feroménios atuam como
sinalizadores para as demais operarias da colmeia onde esta o possivel inimigo
(NOGUEIRA-COUTO & COUTO, 2002).

Muitos métodos sdo utilizados para extragcdo do veneno, porém, alguns
métodos necessitam da retirada da bolsa de veneno, o que acomete a morte das
abelhas. O método mais indicado € o que utiliza equipamentos que emitem impulsos
elétricos, que permitem adquirir o veneno puro, sem sacrificar as abelhas. Na abelha

Apis mellifera, a composi¢cao do veneno varia de acordo com a sub espécie, fase do
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desenvolvimento e com os habitos alimentares. As principais alteragées encontradas
sdo variagoes nas concentragdes das proteinas do veneno ao longo das estacoes
do ano, demonstrando uma influéncia do meio (RUVOLO-TAKASUSUKI, 2019).

A coleta por meio de estimulagdo elétrica proporciona uma solucdo de
veneno muito mais consistente e clara do que a coleta manual. Diferencas
significativas na forma, distribui¢do, intensidade e presenga ou auséncia de picos
também sdo notaveis quando se comparam as duas metodologias de coleta de
veneno. Portanto, a elétrica foi a metodologia selecionada para as comparagoes das
analises de veneno realizadas neste trabalho (FERREIRA, J., et. Al. 2010).

Segundo Abreu et al. (2000), abelhas com sete dias séo lentas a estimulos
elétricos e melhoram sua producdo de veneno com o passar do tempo, com a
necessidade de sair das colmeias em busca de alimento seu sentido de defesa vai
apurando, trazendo respostas mais ageis ao perigo proporcionando maior
quantidade de producao de veneno.

Segundo Valderrama (2003), realizando um comparativo nos Estados
Unidos, em producédo de veneno de diferentes espécies de abelhas, o veneno de
abelhas africanizadas (Apis mellifera melifera, Apis mellifera scutellata, Apis mellifera
ligustica, Apis mellifera carnica) e abelhas europeias (Apis mellifera ligustica),
destoam em quantidades em producdo sendo 94 e 147mg de apitoxina/abelha,
respectivamente.

Segundo Funari (2011), os reservatérios de venenos das abelhas europeias
constituem de maior quantidade de veneno comparados aos das abelhas
africanizadas, mais no momento dos estimulos elétricos, as abelhas africanizadas
liberam maior quantidade de veneno, comparado com as abelhas europeias. Neste
contexto as particularidades das abelhas africanizadas trazem um animal mais
resistente a doencas e ataques de possiveis predadores naturais, sendo uma
caracteristica positiva quanto a producao de apitoxina.

Contudo deve se preocupar com a frequéncia de extracdo. Segundo
BOGDANOV (2018), quando realizado de trés a quatro coletas mensais a producao
de mel reduz em aproximadamente 10 a 15% de sua producao. Segundo DURAN et
al. (2011), as eletroestimulagdes utilizadas para coleta de apitoxina no intervalo de
20 a 30 dias nao interferem na producao das colénias, ndao havendo mortalidade

significativa e sua producao de apitoxina continuaram o mesmo.
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Segundo Valderrama (2003), as abelhas africanizadas sdo mais agressivas
e consequentemente mais habilidosas quanto a sua ferroada, apresentando trintas
vezes mais velocidade que as europeias. Utilizando desses mecanismos de
protecao e defesa de colmeias a producao de veneno bruto € muito mais elevada do
que outras abelhas e sua proliferacdo de enxames sao de facil formagao, sendo uma
espécie de facil adaptacao a diferentes climas e territorios.

Segundo Bucio & Martinez (2018), ao realizarem sua pesquisa constataram
que a extracdo de veneno de abelha por estimulos elétricos é indicado, pois néao
matam os animais produtores e culmina em aumentos de ganhos econémicos no
apiario sendo interessante sua associa¢ao a producao de mel, onde sua producao é
alta ocasionada pelos periodos de floracao.

Sendo assim o veneno injetado em uma ferroada contém aproximadamente
50 pg de matéria seca. As principais proteinas presentes sdo a Melitina (50% do
Peso Seco do Veneno - PSV), Fosfolipase A2 (12% PSV), fator degranulador de
mastoécitos (3% PSV), hialuronidase (3% PSV) e apamina (2% PSV). Além disso,
estdo presentes aminas biogénicas, entre elas histamina (1 % PSV), dopamina
(0,5% PSV) e noradrenalina (0,5% PSV), (JESUS, 2020).

A toxicidade desses venenos € atribuida a trés componentes protéicos:
enzimas (Fosfolipases A2 e Hialuronidase), grandes peptideos (Melitina, Apamina e
7 Peptideo degranulador de mastécitos - PDM) e pequenas moléculas (Peptideo e
Aminas biogénicas), que possuem atividades alérgicas e farmacoldgicas. Os fatores
alergénicos sdo enzimas como melitina, fosfolipases, hialuronidases, lipases e
fosfotases, proteinas antigénicas que inoculadas durante a ferroada, iniciam
respostas imunes responsaveis pela hipersensibilidade de alguns individuos e pelo
inicio da reacao alérgica (JESUS, 2020).

Tanto as Fosfolipases A2 quanto a Melitina sao toxicas, porém quando agem
juntamente seus efeitos sdo potencializados, fazendo com que a lise celular ocorra
mesmo na presenca de baixas concentracdes desses componentes. A Melitina e
Fosfolipase A2 agem de forma sinérgica sobre os fosfolipidios das membranas,
resultando no comprometimento de sua integridade e da membrana mitocondrial,
comprometendo a fosforilagdo oxidativa e a cadeia respiratoria, ocasionando dano
tecidual (LIMA et al., 2006).

Em individuos que levam multiplas ferroadas de abelhas africanizadas,

geralmente é detectada hemdlise intensa acompanhada por insuficiéncia renal,
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causada pela acdo da apamina, melitina e fosfolipase A2 sobre a membrana
eritrocitaria. Os individuos acometidos por milhares de ferroadas evoluem
rapidamente para um quadro clinico grave de insuficiéncia respiratéria e renal
agudas. Nos casos letais, os individuos apresentam necrose tubular aguda com
presenca de cilindros de hemoglobina e/ou mioglobina no interior dos tubulos renais.
Os musculos esqueléticos apresentam protedlise intensa com liberacdo de
mioglobina e creatinofosfoquinase para a circulagcdo. Alguns individuos apresentam
lesdes com presenca de necrose muscular. O figado pode apresentar sinais de
degeneracao hidropica decorrente do grave envenenamento (Barraviera, 1994).
Geralmente, as picadas de abelha podem apresentar dois resultados
diferentes:
¢ Anafilaxia: ocorre em individuos alérgicos ao veneno de abelha. Nestes
casos, uma unica ferroada pode causar reagoes alérgicas generalizadas
graves, podendo levar a morte. Estas consequéncias ndo estio relacionadas
com a toxicidade do veneno devido a pequena quantidade inoculada.
(BARBOSA et al., 2014).
e Toxicidade direta do veneno: ocorre quando ha um elevado numero de
picadas — geralmente mais de 200 em adultos. Nesse caso, o volume do
veneno é suficiente para causar danos a 6rgaos vitais. Lesdes diretas aos
sistemas cardiovascular, muscular, neurologico, dermatolégico, metabdlico,
hematoldgico, respiratorio e renal podem levar a morte (BARBOSA et al.,
2014).
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1.4. Importancia do estudo da apitoxina

A apitoxina é o veneno das abelhas. E produzido por glandulas de secrecéo
acida e secrecao alcalina, as quais, por sua vez seu estudo € importante pois,
podem ser usadas em tratamento de artrite, tendinite, afeccdo cutaneas,
reumatismo, entre outras doencgas, sendo utilizado por farmacias de manipulagao e
industrias quimicas pelo fato de possuir tal toxicidade, para producdo de remédios
anti-inflamatorios, relaxantes musculares, antibacterianos, entre outros (TOMAZINI,
2019).

Atualmente, existem muitos tratamentos que empregam apitoxina, os mais
utilizados administram o veneno subcutdnea, injecdes ou diretamente pelas
ferroadas das abelhas, este ultimo, por sua vez, deve ser aplicado em pequenas
doses (RUVOLO-TAKASUSUKI, 2019).

Outra grande importancia do estudo da apitoxina e a sua acao de
envenenamento apds as ferroadas das abelhas meliferas, que favorece o estudo e
desenvolvimento de um anti-soro contra o veneno da abelha
Apis mellifera proporciona um tratamento mais rapido e eficiente para vitimas de
ferroada em massa. Mas um anti-soro eficaz deve levar em conta que deve ser o
resultado da imunizacdo de animais com um pool representativo de venenos de
abelhas meliferas, provenientes das muito diferentes condi¢cdes ambientais, estagios
de desenvolvimento, época de ordenha e dieta que o inseto pode ser
sujeito (SCIANI, et al. 2010)

Diante do crescente numero de casos clinicos por acidentes por abelhas
africanizadas e, consequentemente de Obitos, despertou-se a necessidade de se
dispor de um tratamento eficaz. E desta forma, um estudo clinico Fase 1 e 2
utilizando de um soro antiapilico tem sido testado em pacientes que sofrem por
multiplas ferroadas de abelhas africanizadas (BARBOSA et al, 2021).

Para tratar esses ataques massivos, pesquisadores brasileiros
desenvolveram o primeiro antiveneno especifico contra a exposi¢ao a ferroada de
abelhas africanizadas. Este produto unico, o primeiro deste tipo no mundo, foi
testado com seguranca em 20 pacientes durante um ensaio clinico de Fase 2 (ORSI,
et al, 2024).

O antiveneno apilico inibiu as atividades enzimaticas da fosfolipase e da

hialuronidase. Em experimentos de citometria de fluxo, o antiveneno apilico
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neutralizou a reducéo da viabilidade celular devido a necrose pelo veneno de abelha
atividades da melitina. Estes resultados mostraram que este antiveneno € um
inibidor eficaz das a¢des do veneno das abelhas (CRUZ, et al. 2021).

Neste contexto, observaram que mesmo apds a soroterapia especifica
desses pacientes acometidos por multiplas ferroadas de abelhas Apis mellifera deste
estudo clinico, os estudos de venenemia evidenciaram a existéncia das toxinas do
veneno da abelha no sangue dos pacientes tratados apos 10 dias da alta médica
(BARBOSA et al, 2021).

Durante a soroterapia especifica, os niveis séricos do veneno da abelha no
sangue dos pacientes reduziram drasticamente até o0 momento em que os pacientes
tiveram alta hospitalar, porém, nas consultas de retorno ap6s 10, 20 e 30 dias, os
mesmos estudos de venenemia evidenciaram elevados niveis de veneno da abelha
circulantes nos pacientes (BARBOSA et al, 2021).

Pesquisas realizadas através da técnica de espectrometria de massa
qualitativa evidenciaram a presenca da proteina melitina na corrente sanguinea dos
pacientes em casos caracterizados como leves, moderado e graves em 30 dias apo6s
a administracdo do soro anti-apilico. Neste contexto os testes realizados em
resposta clinica dos participantes, resultados dos exames laboratoriais de resposta
de fase aguda, testes de ELISA e a espectrometria de massa consideram que
embora o produto administrado seja seguro sao necessarios retornos clinicos e
revisdo do protocolo, para afericdo da quantidade de frascos de soro anti-apilico a
serem administrados (BARBOSA et al, 2021).

Diante dessa observacao clinica e tendo em vista estudos ja publicados na
literatura sobre a presenca de microvesiculas no veneno da serpente Crotalus
durissus terrificus (SOUZA-IMBERG, et. al, 2017), ha a necessidade de pesquisas
sobre os elevados niveis de veneno de abelha sendo transportados e novamente

envenenado pelo deslocamento das microvesiculas.
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1.4. Microvesiculas

A comunicacdo entre as células é um evento essencial em todos os
organismos vivos que € alcangado através de varios mecanismos, entre os quais a
secrecdo de elementos soluveis € um fator importante. Nas ultimas duas décadas,
um novo método de comunicacgao intercelular foi desenvolvido e sdo reconhecidas
como um novo meétodo de comunicagao intracelular com uma faixa de sinalizagao,
através da secrecao de particulas nanométricas ligadas a membrana, conhecidas
como vesiculas extracelulares que sao liberadas pelas células nos espacgos
extracelulares. (ZABOROWSKI, 2015 & YANEZ-MO, 2015).

Sao consideradas vesiculas de entrega de carga porque abrigam acidos
nucléicos, proteinas, lipidios e metabdlitos que refletem sua origem celular. As
vesiculas extracelulares sdo encontrados em quase todos os fluidos do corpo, desde
fluidos sinoviais e leite materno até saliva, plasma e urina (YANEZ-MO, 2015).

O termo “vesicula extracelular’ foi usado pela primeira vez na literatura em
1971 por um estudo que envolveu analise microscopica eletrbnica da alga de agua
doce 'Ochromonas danica' (SAILLIET, 2022). Naquela época, varios nomes eram
usados para mencionar vesicula extracelular, como vesiculas de desprendimento,
fragmentos de membrana, vesiculas de membrana plasmatica, microvesiculas e
exossomos (SAILLIET, 2022).

As vesiculas extracelulares surgiram como importantes mediadores da
comunicacao intercelular em uma ampla gama de processos biologicos. Para futuras
aplicagbes terapéuticas e para a investigacdo em biologia de vesicula em geral,
compreender o destino in vivo dos vesiculas extracelulares € de extrema importancia
(WIKLANDER, et al, 2015).

Vesiculas extracelulares sdo um grupo de vesiculas com estrutura de
membrana liberadas pelas células, incluindo exossomos, microvesiculas, corpos
apoptéticos e oncossomas. Vesiculas extracelulares sao agora reconhecidas como
importantes ferramentas de comunicacao célula a célula, permitindo que as células
troguem proteinas, lipidios e material genético para participar de processos
fisiologicos e patoldgicos. Foi relatado que os vesiculas extracelulares regulam as
interacdes hospedeiro-patdogeno e participam de processos patologicos de doencgas

infecciosas, doencgas neuroldgicas, cancer e doencgas cardiovasculares, mas
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também desempenham um papel importante no processo de crescimento e
desenvolvimento (WANG & ZEMG, 2023).

Foi demonstrado que as vesiculas extracelulares desempenham um papel
importante na comunicagdo celular. Elas tém sido implicadas em processos
importantes, como respostas imunes, manutencdo da homeostase, coagulagao,
inflamacgao, progressdo do céancer, angiogénese e apresentacdo de
antigenos. Assim, as vesiculas extracelulares participam de condi¢des fisiologicas e
patolégicas (KONALA, et al. 2016 & RAPOSO, 2013).

As vesiculas extracelulares também podem ser encontrados em fluidos
fisiolégicos, como urina normal, sangue, liquido de lavagem brénquica, leite
materno, saliva, liquido cefalorraquidiano, liquido amnidtico, liquido sinovial e ascite
maligna. As vesiculas extracelulares mais importantes sdo as microvesiculas (MVs)
e exossomos (KONALA, et al. 2016 & RAPOSO, 2013).

A liberacado de microvesiculas para o espaco extracelular € um processo que
ocorre tanto em procariotos como em eucariotos. A conservagao dessas estruturas
ao longo da evolug&o sugere que esses compartimentos vesiculares extracelulares
possuem fungdes essenciais (para revisdo ver GYORGY et al., 2011).

Por muito tempo as microvesiculas foram consideradas artefatos ou debris
celulares, frequentemente observados por microscopia eletrbnica no espaco
intersticial de tecidos ou sangue, consideradas como consequéncia ou resultado da
dindmica celular. Atualmente sao reconhecidas como estruturas especificas,
distintas dos exossomos liberados apos exocitose de corpos multivesiculares
(CAMUSSI et al., 2010).

A secrecdo de vesiculas extracelulares durante a maturacdo dos
reticulocitos foi reconhecida em 1983. Vesiculas extracelulares sao vesiculas
repletas de membrana que sao secretadas por uma variedade de tipos de células,
incluindo células dendriticas, plaquetas, mastocitos, células epiteliais, células
endoteliais, células neuronais, células cancerigenas, oligodendrocitos, células de
Schwann e células embrionarias (KONALA, et al. 2016 & RAPOSO, 2013).

Microvesiculas, ou vesiculas de desprendimento, sdo formadas por
brotamento externo da membrana celular em diferentes tipos de células que envolve
a reorganizacao do citoesqueleto e também depende da concentragdo de calcio
intracelular (KONALA, et al. 2016).
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Elas tém diametro de 100-1000 nm e podem ser isolados por
ultracentrifugacdo com densidade de 1,04 a 1,07 g / mL em gradiente de sacarose
(RANI, 2015). As Microvesiculas contém grandes quantidades de proteinas e sao
ricas no marcador de superficie, bem como em colesterol, esfingomielina e ceramida
(RAPOSO, 2013).

As microvesiculas estdo envolvidas ndo s6 em processos fisiolégicos, mas
também patolégicos. Em geral sdo crescentes em processos patoldgicos, niveis
anormais de microvesiculas sao observados, sendo que a origem e composicao
celular destas estruturas sao indicadores do tecido onde se localiza a doencga,
(GYORGY et al., 2011).

Os exossomos e microvesiculas, sao regularmente secretados pelas células
para manter a comunicacao intercelular. Eles sao bastante semelhantes em
propriedades e sdo muito dificeis de separar. Uma das principais diferencas entre
os dois € a forma como sao produzidos. Os exossomos sao formados através da via
endolisossomal apdés a invaginagdao das membranas endossomais para formar
corpos multivesiculares e sao liberados apds a fusao dos corpos multivesiculares
com a membrana plasmatica (SAILLIET, 2022).

As microvesiculas sao formadas pelo brotamento externo da
membrana, eles sdo maiores em tamanho variando de 100 nm a 1000 nm, como ja
dito, enquanto os exossomos sdao menores em tamanho variando de 50 nm a 150
nm e tém uma densidade flutuante de 1,10 a 1,14 grama/ml (SAILLIET, 2022). Como
0s exossomos sado formados dentro da membrana celular, eles sdao mais
enriquecidos em fosfatidilserina, enquanto a composi¢cao das microvesiculas € mais
proxima da célula-mae. A composicao geral de ambas as Vesiculas extracelulares
sS40 as mesmas, ou seja, cada um contém proteinas citoplasmaticas, lipidios, mRNA,
miRNA e receptores (SAILLIET, 2022).
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1.5. Analise Protebmica como uma estratégica investigativa prognostica e/ou
diagnostica

O desenvolvimento de estudos de Protedmica voltado a abelhas vém sendo
realizado a partir do ano de 2005 com a publicagdo de seu primeiro artigo sobre a
composi¢cdo do veneno de Apis mellifera, combinando duas técnicas que séo elas
analise por espectrometria de massas no equipamento tipo MALDI-TOF/TOF e
eletroforese bidimensional, que obteve o éxito do encontro de trés novas proteinas
das abelhas (PEIREN et al, 2005).

Sabe-se que as proteinas e peptideos sdo responsaveis por controlar a
maioria dos processos celulares, podendo agir como enzimas, anticorpos,
horménios, componentes estruturais e receptores celulares. As proteinas tem como
importante funcdo a catalise enzimatica, transporte, movimentagcdo, suporte
mecanico, protecao imune, sinalizacao intra e extracelular dentre outras (ISFORT et
al, 2002).

Para melhor conhecer proteinas e peptideos € fundamental avaliar o
conjunto de proteina de uma amostra biolégica. Um proteoma é dito como complexo
e dindmico, uma vez que, a composi¢ao proteica de uma amostra reflete o estado
metabalico/fisioldgico e das fases da diferenciagao celular que a célula, tecido, 6rgao
ou organismo se encontra no momento da investigacdo (JENSEN, 2004). A
utilizacdo do termo protedmica refere-se ao estudo desses conjuntos de proteinas
definas como proteoma, estudando de forma descritiva e quantitativa de uma
organela sub celular até a de um ecossistema, interagdes com outras proteinas,
suas variagdes populacionais, mudangas em decorréncia a resposta a um ambiente,
mudancas decorrentes ao desenvolvimento normal ou alterado e modificacdes
(VALLEDOR et al, 2011).

Muitos foram os estudos de pesquisa basica publicados até o momento
utilizando-se a estratégia protedmica para se comparar diferentes estados biolégicos
em geral, como por exemplo, identificar marcadores moleculares entre sistemas
sadios e doentes, resistentes e susceptiveis, com caracteristicas positivas e normais
(SIZOVA et al, 2007).

No entanto, a protebmica vem se tornando uma ferramenta importante em
estudos de aplicagao clinica, a qual tem sido vista como uma das chaves para a
descoberta de novas drogas e no desenvolvimento de testes diagndsticos mais
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especificos, quando se identifica marcadores moleculares para um determinado
quadro clinico (FERNANDEZ et al, 2008 & SONG et al, 2014).

No ambito da investigacdo de biomarcadores em diferentes patologias,
microvesiculas extracelulares tem sido alvo de muitos estudos prote6micos a partir
de fluidos corpdéreos como o sangue e urina de pacientes (KIM, et al, 2015 &
COCUCCI et al, 2015).

Diante dessa observagéao clinica e tendo em vista estudos ja publicados na
literatura sobre a presenca de microvesiculas no veneno da serpente Crotalus
durissus terrificus (SOUZA-IMBERG et al, 2017) e da presenca de melitina e
fosfolipase A2 em seu reaparecimentos em 10, 20 e 30 dias ap6s o tratamento do
soro anti apilico na maioria dos participante pacientes (BARBOSA et al, 2021),
postulou-se duas hipéteses: (1) O veneno da abelha foi liberado na corrente
sanguinea dos pacientes tardiamente pois estavam encapsulados em
microvesiculas oriundas do préprio veneno. (2) O veneno da abelha foi liberado na
corrente sanguinea dos pacientes tardiamente pois estavam encapsulados em
microvesiculas formadas pelo proprio organismo dos pacientes por meio do
brotamento de microvilos na fagocitose celular dos antigenos circulantes apos o
acidente?

Em suma, atualmente as microvesiculas possuem multiplas fungoes,
dependendo de sua origem, sinalizando através de interacbes com outras células,
transferindo material genético. Sua participacdo em processos fisiolégicos ou
patolégicos mostra a importancia das microvesiculas e abre novas perspectivas de

investigacao sobre seu conteudo e perfil proteico.

2. OBJETIVO

No ambito de estudar as microvesiculas extracelulares, as quais sao alvos
nos estudos investigativos de marcadores moleculares progndsticos/diagnosticos e,
diante de experimentos pilotos realizados por nossa equipe, as quais ja
evidenciaram a presenca de microvesiculas no veneno da abelha Apis mellifera.

O objetivo desse trabalho foi isolar as microvesiculas extracelulares do
veneno de Apis mellifera, quantificar e mensurar seus didmetros, além de descrever
o perfil proteico total dessas microvesiculas por meio da estratégia de analise

protedmica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencao do veneno da abelha Apis mellifera

O veneno da abelha Apis mellifera que foi utilizado neste trabalho foi
gentilmente coletado de colmeias de abelhas pertencentes ao grupo Nectar (Nucleo
de Ensino, Ciéncia e Tecnologia em Apicultura Racional) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Botucatu, SP. O protocolo de coleta de veneno
utilizado é semelhante ao descrito por Benton et al. (1963), que consiste no uso de

uma placa de vidro associada a fios capazes de aplicar pequenos choques (Figura
4).

Figura 4 - Placa de vidro associada a fios elétricos de baixa voltagem
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Fonte: Nucleo de Ensino, Ciéncia e Tecnologia em Apicultura Racional

Esta placa foi aderida a entrada da colmeia (Figura 5A e 5B) e algumas
abelhas tocaram os fios elétricos de baixa voltagem e respondem ferroando a
superficie em que se encontram, além de liberar sinais feroménios chamando as
demais abelhas da colmeia que também liberam veneno na placa de vidro, que esta
instalado fios geradores de pulso de 6 volts. As colheitas ocorreram, nos periodos da
manha, com inicio sempre as 09h00 e no periodo da tarde as 14h00, com duragao
de 60 minutos cada. Ao término de cada colheita, os coletores foram retirados e
encaminhados ao Laboratério do Setor de Apicultura, e os vidros contendo o
veneno, mantidos a temperatura ambiente e ao abrigo de luz, até a evaporacao da
fase volatil. Apds, o veneno foi raspado com auxilio de espatula, pesado,
armazenado em eppendorf e mantido em freezer (MODANESI, 2012).
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As placas de vidro com veneno foi submetida a evaporagdo em temperatura
ambiente. Além disso, o manipulador utilizou EPIs, como luvas nitrilicas descartaveis
e mascaras do tipo PFF2/P2 ou com maior grau de protegcado contra microparticulas,

além de avental estéril, avental e boné (ORSI, 2024).

Figura 5 - A. Placa de coleta de veneno aderida a caixa da colmeia. B. Funcionamento da

voltagem dos fios de baixa voltagem e atividade das abelhas

Fonte: Nucleo de Ensino, Ciéncia e Tecnologia em Apicultura Racional

O coletor externo reduz o superaquecimento e o estresse e ndo compromete
o desempenho do trabalho interno das abelhas mais jovens. Apds foi realizado a
raspagem das placas em sala limpa e climatizada, sem fluxo de ar, para evitar a
dispersdo de particulas do veneno. Foram utilizadas laminas descartaveis de ago
inoxidavel para raspagem do veneno das placas. Por fim o veneno foi acondicionado
em recipientes de plasticos e armazenado a -20°C até sua utilizacdo para pesquisa.
(ORSI, 2024)

3.2. Isolamento de microvesiculas presentes no veneno da abelha Apis mellifera

O veneno da abelha (20 mg), foi solubilizado em 1 mL de PBS e submetido a
coluna de cromatografia liquida de exclusdo molecular Izon gEV™ (Izon Science,
Oxford, UK), a qual foi pré-quilibrada com o tampao PBS. Apos descarte do volume
morto da coluna, 4 fracbes de 500 pL de volume cada foram eluidas e coletadas,
sendo nomeadas F1, F2, F3 e F4.
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3.3. Anaélise de rastreamento de nanoparticulas ou Nanoparticle Tracking
Analysis

O tamanho das microvesiculas e a concentracdo das mesmas foram
avaliados pela técnica de Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), por meio do
equipamento NanoSight NS300 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido)
equipado com uma camara de amostra e um laser de 532 nm. As microvesiculas
foram diluidas e injetadas na camara da amostra com seringas estéreis até o liquido
preencher a camara. As medicoes foram realizadas em triplicata a temperatura
ambiente (PONTES et al, 2020). Esta etapa experimental foi realizada nas
dependéncias do Departamento de Bioquimica da UNICAMP, por meio da
colaboracdo da Profa. Dra. Eneida de Paula, onde, para realizar a caracterizacao
das fragdes isoladas de Vesiculas Extracelulares (EV) foram utilizadas analise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA) e microscopia eletrobnica de transmisséao
(TEM). No NTA as suspensodes de EV foram diluidas em tampao PBS e analisadas
em termos de tamanho de nanoparticulas utilizando um NS300 NanoSight LM10
(Malvern Instruments GmbH Ltda). As amostras foram introduzidas manualmente na
camara através de seringas estéreis, e trés videos de 30 s cada foram capturados,
com aproximadamente 2.000 faixas contadas em cada medida, em temperatura

ambiente

3.4. Quantificacéo de proteinas

As proteinas presentes nas fracbes cromatograficas foram isoladas e
quantificadas pelo método de absorcdo Ultravioleta sob comprimento de onda a

280nm, utilizando o equipamento NanoVue (Ge Healthcare).

3.5. Eletroforese Unidimensional (SDS-PAGE)

As fracdes obtidas da cromatografia liquida de exclusdo molecular foram
submetidas a eletroforese unidimensional utilizando gel de poliacrilamida 10% (m/v)
e condicdes redutoras e reduzidas (SDS-PAGE) segundo os parametros adotados
por (LAEMMLI, 1970), Apdés as amostras proteicas adentrarem no topo do gel, a
eletroforese foi interrompida. O gel SDS-PAGE foi corado com o corante Coomassie
Brilhant Blue R-250 0,025% (m/v).
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3.6. Digestdo Enzimética das proteinas em gel

Primeiramente, as amostras proteicas excisadas do gel de poliacrilamida e
que foram submetidas as etapas de reducao e alquilagdo, utilizando DTT 10 mM e
iodoacetamida 45 mM, respectivamente e em seguida, a digestdo enzimatica em
solucdo contendo a enzima tripsina na concentracdo 1:50 (enzima: amostra bruta)
solubilizada em tampao bicarbonato de amoénio 50 mM, pH 7.8. Os digestos
tripsinicos foram removidos do gel na presenca do solvente organico Acetonitrila
70% (v/v), liofilizados e mantidos em freezer de menos 802C até o momento das
analises de espectrometria de massas. Os procedimentos utilizados nesta etapa

compreendem as orientagdes contidas em (SHEVCHENKO et al, 2006).

3.7. Analises de Espectrometria de Massas e Anélise dos Dados por

ferramentas de Bioinformatica Protedmica

As analises de espectrometria de massas foram realizadas por meio de um
equipamento de nanocromatografia liquida Ultimate 3000 LC (Dionex, Germering,
Germany) acoplado a um equipamento de espectrometria de massas Q-Exactive
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). As fases moveis utilizadas foram: A)
acido férmico 0,1% [v/v] em agua LCMS e B, acido férmico 0,1% [v/v] em acetonitrila
80% [v/v]. Os peptideos foram carregados em uma pré-coluna C18, 30um x Smm
(Codigo 164649, ThermoFisher Scientific), e dessalinizados num gradiente isocratico
de 4%B por 3 minutos a um fluxo de 300nL/min.

Em seguida, os peptideos foram fracionados por uma coluna analitica
Reprosil-Pur C18-AQ, 3pm, 120 A, 105mm, Cédigo 1PCH7515-105H354-NV,
PICOCHIP) utilizando um gradiente linear de 4-55%B por 30 min, 55% a 90%B por 1
min, mantido a 90%B por 5 minutos e reequilibrado a 4%B por 20 minutos a um fluxo
de 300nL/min. A ionizacao foi obtida utilizando uma fonte Nanospray ion source
(PICOCHIP).

O modo de operacao foi ionizacao positiva utilizando o método DDA. Os
espectros MS foram adquiridos de m/z 200 a m/z 2000, resolucao de 70.000 e 100
ms de tempo de injecdo. A camara de fragmentacao foi condicionada com energia

de colisao entre 29% a 35% com resolugao de 17.500, 50ms de tempo de injecao,
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4,0 m/z de janela de isolamento e exclusdo dindmica de 10s. Os dados de
espectrometria foram adquiridos por meio do software Thermo Xcalibur (versao
4.0.27.19, ThermoFisher Scientific Inc.).

Os dados brutos no formato.RAW foram submetidos ao software PatternLab
(versao 4.0.0.84 [Carvalho et al, 2016]) para a obtencdo da identificacdo das
proteinas. Os principais parametros utilizados nesta ferramenta foram: banco de
dados NCBI (taxonomia Apis mellifera); enzima tripsina; permissao de 2 clivagens
perdidas; modificagdo pos-traducional fixa: carbamidometilacdo dos residuos de
cisteinas; modificagdo pos-traducional variavel: oxidagao dos residuos de metionina;
erros de tolerancia MS 40 ppm e MS/MS de 0,06 ppm. A taxa de FDR (Falso
Discovery) maxima foi considerada de < 1%. A ferramenta Panther
(www.http://www.pantherdb.org/ genelistAnalysis.do) sera utilizada para classificar

as proteinas identificadas segundo suas fungbes moleculares.


http://www.pantherdb.org/
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4. RESULTADOS

As analises Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) das quatro fragdes obtidas
nos ensaios de cromatografia de exclusdo molecular evidenciaram a presenca de
microvesiculas extracelulares apenas nas fragées cromatograficas F1 e F2. A Tabela
3 evidencia o tamanho e a concentracdo das microvesiculas extracelulares

presentes na Fracao 1 e na Fragao 2.

Tabela 2 - Estatisticas Referentes as Microvesiculas extracelulares do veneno da
abelha Apis mellifera com o método Merger Data (+/- Desvio Padréo)

F1 F2
Tamanho médio  160.8 nm (1.6 nm) 142.1 nm (1.5 nm)
Mode 126.9 nm (2.8 nm) 104.3 nm (2.3 nm)
SD 57.1 nm (1.4 nm) 74.7 nm (1.4 nm)
D10 107.4 nm (1.9 nm) 92.8.4 nm (1.5 nm)
D50 138.7 nm (0.5 nm) 111.5. nm (0.6 nm)
D90 225.3 nm (12.5 nm) 204.5 nm (12.7 nm)
Concentracao 7.57e+011 particulas/mL ~ 1.74e+012 particulas/mL
19.2 particulas/frame 22.1 particulas/frame
25.6 centres/frame 26.4 centres/frame

Fonte: Resultados originais da pesquisa

As analises de espectrometria de massas frente aos digestos tripisinicos
presentes da Fracdo 1 e a Fracao 2 revelaram a existéncia de diversas proteinas, as
quais estdo descritas na Tabela 4, juntamente com os parédmetros estruturais das

analises de espectrometria de massas.



32

Tabela 3: Identificagdo das proteinas presentes nas microvesiculas extracelulares do veneno da abelha Apis mellifera.

Fracdo 1 (F1)

Continuacao

Coédigo de Length  Unique Mol w Sequence Spectrum NSAF Coverage Protein Description

acesso peptides count count Score

NP_001153522.1 650 0 71023,2 1 7 0,004378363 0,0246 27,0994 heat shock protein cognate 4 [Apis mellifera]

NP_001153524.1 658 0 72802,8 1 7 0,00432513 0,0243 27,0994 heat shock protein cognate 3 precursor [Apis
mellifera]

NP_001153544.1 640 0 70326,9 1 7 0,004446775 0,025 27,0994 heat shock protein Hsp70Ab-like [Apis
mellifera]

XP_392639.1 547 3 59456,4 3 6 0,004459549 0,0585 13,7654 PREDICTED: ATP synthase subunit alpha,
mitochondrial [Apis mellifera]

XP_006564892.1 516 1 55078,1 1 4 0,003151645 0,0213 9,4782 PREDICTED: ATP synthase subunit beta,
mitochondrial [Apis mellifera]

XP_006569643.1 303 1 33996,7 1 3 0,004025369 0,0726 6,4698 PREDICTED: NIF3-like protein 1 isoform X3
[Apis mellifera]

XP_006561121.1 700 0 772971 1 3 0,00174241 0,0114 5,7839 PREDICTED: tripartite motif-containing
protein 2-like isoform X4 [Apis mellifera]

XP_016767881.1 939 0 103998,8 1 3 0,001298921 0,0085 5,7839 PREDICTED: tripartite motif-containing
protein 2-like isoform X5 [Apis mellifera]

XP_006561120.1 702 0 77523,4 1 3 0,001737446 0,0114 5,7839 PREDICTED: tripartite motif-containing
protein 2-like isoform X3 [Apis mellifera]

XP_016767879.1 746 0 82509,8 1 3 0,001634969 0,0107 5,7839 PREDICTED: tripartite motif-containing
protein 2-like isoform X1 [Apis mellifera]

XP_016767880.1 725 0 80182,8 1 3 0,001682327 0,011 5,7839  PREDICTED: tripartite motif-containing
protein 2-like isoform X2 [Apis mellifera]

XP_006571402.1 263 1 30786,9 1 3 0,004637592 0,0228 4,5655 PREDICTED: uncharacterized protein
LOC100577648 [Apis mellifera]

XP_016770658.1 491 0 56043,6 1 2 0,001656058 0,0183 4,4128 PREDICTED: uncharacterized protein
LOC552396 isoform X1 [Apis mellifera]

XP_016770659.1 404 0 46340,7 1 2 0,002012684 0,0223 4,4128 PREDICTED: uncharacterized protein
LOC552396 isoform X2 [Apis mellifera]

XP_016767808.1 406 1 46260,6 1 3 0,003004155 0,0148 4,2725 PREDICTED: uncharacterized protein
LOC100578651 [Apis mellifera]

XP_391994.1 788 0 85923,2 1 2 0,001031884 0,0102 3,1474 PREDICTED: probable aconitate hydratase,
mitochondrial isoform X1 [Apis mellifera]

XP_006560252.1 784 0 85441,9 1 2 0,001037149 0,0102 3,1474 PREDICTED: probable aconitate hydratase,

mitochondrial isoform X2 [Apis mellifera]
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Continuacéo

XP_395256.3 420 1 48434,2 0,000968005 0,0238 2,0122 PREDICTED: protein krasavietz [Apis
mellifera]

XP_394614.1 527 1 56556,3 0,000771465 0,0152 1,7441  PREDICTED: putative aldehyde
dehydrogenase family 7 member A1
homolog [Apis mellifera]

XP_006562376.1 502 0 54816,3 0,000809885 0,0139 1,6907 PREDICTED: facilitated trehalose transporter
Tret1-2 homolog isoform X3 [Apis mellifera]

XP_006562374.1 526 0 57482,6 0,000772932 0,0133 1,6907 PREDICTED: facilitated trehalose transporter
Tret1-2 homolog isoform X1 [Apis mellifera]

XP_006562377.1 502 0 54816,3 0,000809885 0,0139 1,6907 PREDICTED: facilitated trehalose transporter
Tret1-2 homolog isoform X3 [Apis mellifera]

XP_016771901.1 502 0 54816,3 0,000809885 0,0139 1,6907 PREDICTED: facilitated trehalose transporter
Tret1-2 homolog isoform X3 [Apis mellifera]

XP_623823.1 526 0 57482,6 0,000772932 0,0133 1,6907 PREDICTED: facilitated trehalose transporter
Tret1-2 homolog isoform X1 [Apis mellifera]

XP_006562375.1 519 0 56667,2 0,000783357 0,0135 1,6907 PREDICTED: facilitated trehalose transporter
Tret1-2 homolog isoform X2 [Apis mellifera]

XP_624815.1 920 1 103388,3 0,000441915 0,0109 1,4873 PREDICTED: WD repeat-containing protein
3 [Apis mellifera]

XP_395197.2 888 1 99243,6 0,00045784 0,018 1,2361 PREDICTED: sodium- and chloride-

dependent GABA transporter ine isoform X1
[Apis mellifera]

Fonte: Resultados originais da pesquisa
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Fracéo 2 (F2) Concluséo

Cédigo de Length  Unique Mol w Sequence Spectrum NSAF Coverage Protein Description

Acesso peptides count count Score

XP_392237.2 482 1 53317,3 1 4 0,001242346 0,0187 9,2928 PREDICTED: protein phosphatase 1H [Apis
mellifera]

XP_016772635.1 576 0 65405,1 1 5 0,001299502 0,026 8,8882 PREDICTED: uncharacterized protein
LOC551991 isoform X3 [Apis mellifera]

XP_624377.2 581 0 66014,4 1 5 0,001288319 0,0258 8,8882 PREDICTED: uncharacterized protein
LOC551991 isoform X2 [Apis mellifera]

XP_006559448.1 599 0 68249,5 1 5 0,001249605 0,025 8,8882 PREDICTED: uncharacterized protein
LOC551991 isoform X1 [Apis mellifera]

XP_016770434.1 1002 1 1148442 1 2 0,000298808 0,01 4,011 PREDICTED: regulator of telomere
elongation helicase 1 homolog [Apis
mellifera]

XP_016770530.1 844 1 98439,5 1 2 0,000354746 0,0142 2,926 PREDICTED: pre-rRNA processing protein
FTSJ3 [Apis mellifera]

XP_624456.2 694 1 78029,4 1 1 0,00021571 0,0303 2,436 PREDICTED: saccharopine dehydrogenase-
like oxidoreductase [Apis mellifera]

XP_396873.2 438 1 50897,1 1 1 0,000341787 0,0228 2,4077 PREDICTED: acid phosphatase type 7 [Apis
mellifera]

XP_396696.4 540 1 61349,1 1 1 0,000277227 0,0204 1,8428 PREDICTED: threonylcarbamoyladenosine
tRNA methylthiotransferase [Apis mellifera]

XP_006570772.1 1530 0 171948.,9 1 1 9,78E-05 0,0046 1,7966 PREDICTED: uncharacterized protein
LOC412081 isoform X2 [Apis mellifera]

XP_016771412.1 1520 0 170666, 1 1 1 9,85E-05 0,0046 1,7966 PREDICTED: uncharacterized protein
LOC412081 isoform X3 [Apis mellifera]

XP_006570775.1 1520 0 170666,1 1 1 9,85E-05 0,0046 1,7966  PREDICTED: uncharacterized protein
LOC412081 isoform X3 [Apis mellifera]

XP_006570771.1 1546 0 173744.,6 1 1 9,68E-05 0,0045 1,7966  PREDICTED: uncharacterized protein
LOC412081 isoform X1 [Apis mellifera]

XP_006570773.1 1520 0 170666,1 1 1 9,85E-05 0,0046 1,7966  PREDICTED: uncharacterized protein
LOC412081 isoform X3 [Apis mellifera]

XP_006570776.1 1971 0 2242435 1 1 7,60E-05 0,0036 1,7966  PREDICTED: uncharacterized protein
LOC412081 isoform X4 [Apis mellifera

XP_006570774.1 1520 0 170666,1 1 1 9,85E-05 0,0046 1,7966 PREDICTED: uncharacterized protein

LOC412081 isoform X3 [Apis mellifera]

Fonte: Resultados originais da pesquisa
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5. DISCUSSAO

A reacao de um individuo ao veneno da abelha depende de uma série de
fatores, como a dosagem recebida, o estado fisioldgico, além de fatores genéticos.
O veneno € uma solugédo aquosa constituida por cerca de 30% de agua e varios
solutos, dos quais 0 que aparece em maior quantidade € a melitina (WEHBE et al,
2018).

Além disso, apresenta uma mistura de proteinas, das quais se destacam as
enzimas fosfolipase A2, hialuronidase e fosfatase acida, alérgeno C e as
neurotoxinas apamina e histamina (WEHBE et al, 2018). A apamina possui agao
neurotoxica, atuando como um vasomotor, aumentando a permeabilidade dos
vasos; a melitina desempenha acdo hemolitica, com acdo vasomotora,
antibacteriana e antifungica; a hialuronidase participa na hidrélise do 4&cido
hialurénico nos tecidos, conferindo permeabilidade aos vasos; histamina atua como
vasodilatador; a fosfatase A2 e fosfolipase A2 atacam os fosfolipidios das
membranas das células e o peptideo MCD aumenta a permeabilidade capilar
(WEHBE et al, 2018).

A producdao de microvesiculas € comum em varios tecidos e multiplas
funcdes a elas vém sendo descritas. Sabe-se que microvesiculas sao formadas por
fragmentos circulares de membrana que, em geral, se formam a partir de brotamento
ou fragmentacao de microvilos (KONALA, et al. 2016 e RAPOSO, 2013).

Contudo, independente dos distintos processos de formacdo, existe uma
grande confusdo em relacdo a denominagado destas estruturas liberadas para o
espaco extracelular, sendo que somente um estudo morfolégico podera caracteriza-
los (SAILLIET, 2022).

Quanto ao tamanho das nanoparticulas obtidas neste estudo, evidenciamos
que 90% das particulas possuem 200nm, aproximadamente. Estes dados
corroboram com os achados de Carregari e colaboradores (2018), onde
microvesiculas extracelulares foram descobertas nos venenos de serpentes, as
quais também apresentaram tamanhos médios de 200nm. Porém, o conteudo das
microvesiculas extracelulares de serpentes evidenciado por Carregari e
colaboradores (2018) foi majoritariamente as toxinas ofidicas ja conhecidas
previamente na literatura, como metaloproteases, fosfolipases, serinoproteases, L-

aminoxidases. Com base na caracterizagcdo molecular e nas evidéncias funcionais in
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vitro e in vivo relatadas no estudo de Carregari e colaboradores (2018), as
microvesiculas extracelulares poderiam desempenhar um papel importante no
envenenamento da presa, causando desequilibrio hemostatico e degradacéao
endotelial, atingindo alvos celulares especificos e aumentando a eficiéncia da
paralisia da presa .

Segundo Souza-Imberg (2017), em sua analise morfoldégica de Crotalus
durissus terrificus foi sugerido que a grande maioria das pequenas vesiculas
desprendidas de membranas, sdo originadas da fragmentacdo ou brotacdo de
microvilosidades, ou seja, microvesiculas descoberta em sua composicao do
veneno. Foi evidenciado pela primeira vez em seus estudos vesiculas extracelulares
no veneno da serpente Bothrops jararaca, sobre seu possivel papel biologico como
a acao potencial na modulagéo celular e no processamento de venenos ou proteinas
de presas, revelando a biodistribuicdo de Vesiculas Extracelulares in vivo e para
elucidar o papel biolégico das Vesiculas Extracelulares de veneno de serpente no
envenenamento e na comunicagdo entre organismos (GONCALVES-MACHADO,

2022).
Segundo Liao (2023), defende que os exossomos que estavam inativados

iduziram ap6s um espago tempo, sintomas semelhantes ao envenenamento por
serpentes em camundongos, ainda defende que o conteudo desses exossomos
material de seus estudos, poderiam desempenhar um papel vital no processo de
envenenamento, pois além de conter proteinas, enzimas e peptideos, 0s exossomos
podem conter outras substancias nao proteicas, como miRNAs que desempenham
um papel de fisiopatologia como papel regulador critico no envenenamento por
serpente.

As vesiculas extracelulares e o plasma sanguineo sao 6timos biomarcadores
de veneno de serpentes, mas o plasma € complexo e pode oferecer uma fonte rica
para analise de potenciais biomarcadores, assim uma analise protedmica do plasma
nao é realizada facilmente devido a sua grande faixa dinamica. Neste contexto os
endossomos e as vesiculas extracelulares, que provém da purificacdo do plasma,
traz resultados interessantes e otimistas na busca da eficacia na administracao do
antiveneno (WILLARD, 2021).

A caracterizacao e analise funcional das vesiculas extracelulares em veneno
de cobra e vespa parasita demonstrou ainda que o veneno € uma arma bioquimica

potente e diversificada. Foram isolados e caracterizou vesiculas extracelulares do
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veneno de aranha Ornithoctonus hainana, que quando adulto tem um comprimento
de corpo (didmetro da perna) de cerca de 15 cm e um comprimento de glandula de
veneno de cerca de 2 cm, revelando a composi¢cao proteica HN-EV, atividade de
colagenase e funcgdes celulares. Seu estudo mostrou ha presenca de vesiculas
extracelulares no veneno de, onde também foram encontradas proteinas de
viruléncia, tais como neurotoxinas e hialuronidase, bem como proteinas de
transporte de vesiculas (XUN, 2021).

A partir da pesquisa no banco de dados do genoma/proteoma da abelha
Apis mellifera, as analises de espectrometria de massas do conteudo proteico das
microvesiculas extracelulares, presentes no veneno de abelha evidenciaram a
presenca de proteinas que apresentam fungdes de transporte e proteinas que atuam
no controle da homeostasia, em suas funcdes internas para prevencao fisioldgica de
um organismo.

Estes resultados sugerem que, em um envenenamento por abelhas, as
toxinas apilicas s&o injetadas em suas vitimas e possivelmente proteinas
transportadoras das microvesiculas, podem atuar como sinalizadoras/carreadoras
das toxinas pelo organismo da vitima.

Muitos estudos na literatura ja foram realizados caracterizando proteinas
presentes nos venenos de artropodes, principalmente, da abelha Apis mellifera,
detentora de inumeras notificagcdes de acidentes de elevada toxicidade por meio de
multiplas ferroadas (ALVES, 2016 e PEGORARO et al., 2017). De forma divergente,
este trabalho evidencia pela primeira vez, a presenca microvesiculas extracelulares

no veneno desta abelha e caracteriza o seu conteudo proteico.
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5.1. Proteinas encontradas nas fracdes estudadas das Vesiculas

Extracelulares

As proteinas de choque térmico cognata 4 - Gene HSP70-4, Precursor do
cognato 3 da proteina de choque térmico — Gene HSP70-3 e Proteina de choque
térmico semelhante a HSP70Ab - 410620 (Locus em Tabela 3: NP_001153522.1;
NP_001153524.1; NP_001153544.1) foram identificadas na fracdo 1. As proteinas
de choque térmico (Heat Shock Proteins — HSPs) fazem parte das chaperonas
moleculares em sua acgao protetiva nos enrolamentos incorretos das proteinas,
(Frydman, 2001; Kregel, 2002). As proteinas de choque térmico sdo divididas em
familias distintas de acordo com sua massa molecular e homologia entre as suas
sequéncias. As suas principais familias sado HSP100, HSP90, HSP70, HSP60,
HSP40 (Sarkar et al., 2006; Elekonich, M. M., 2009). Essas proteinas tem sido
evidenciado sua acdo na montagem, trafego, degradacao, regulacao de fatores de
transcricdo, secrecdo e proteinas quinases, ainda quando seus niveis sao
aumentados apos diferentes acometimentos de estresse, demonstra o seu papel na
homeostase celular (WELCH, 2005).

Nesse contexto essa classe de proteinas € responsavel por respostas
metabdlicas do organismo quando exposto a algum estresse, atua como
antioxidante aumentando a massa muscular para realizacdo das fung¢des de voo.
Sua funcdo molecular é voltada as ligagcbes de ATP que dependente dessas
ligagbes atuando juntamente com proteinas da classe das Chaperoninas, que sao
protetoras no momento de dobramento das proteinas em sua, formacao
tridimensional, para exercer sua acao futura especifica (ELEKONICH, 2009).

As proteinas das classes do complexo F1 ATPase: Subunidade alfa da ATP
sintase — Gene 409114 e Subunidade beta da ATP sintase — Gene 551766
(XP_392639.1 e XP_006564892.1), que esta localizada fora da membrana
plasmatica, ou seja, na membrana interna mitocondrial que separa a matriz
mitocondrial do espago intermembranar, desenvolvem fungdes cataliticas, sendo
composta por cinco unidades (alpha, beta, gama, delta e épsilon), alpha e beta
respectivamente, voltadas ao fornecimento de energia para o funcionamento das
células onde as subunidade gama funciona como um rotor interno da célula, que é
composta juntamente pelas subunidade alpha e beta, que produz ATP a partir de

ADP na presenca de um gradiente de protons através da membrana (MOTA, 2018).
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As proteinas do tipo NIF, neste caso, é a Isoforma X3 da proteina 1
semelhante a NIF3 (XP_006569643.1), que sao responsaveis na fixacdo de
nitrogénio, onde sao codificados em proteinas que estao relacionados diretamente
neste processo, ou seja, na geracao de energia para a nitrogenase, maturagao pos-
traducional da nitrogenase e regulacdo do nivel de transcricdo (UNIPROT, 2024 &
INTERPRO, 2024).

Foram encontradas proteinas Isoforma X1 da proteina 2 contendo motivo
tripartido, Isoforma X2 da proteina 2 contendo motivo tripartido, Isoforma X3 da
proteina 2 contendo motivo tripartido, Isoforma X4 da proteina 2 contendo motivo
tripartido e Isoforma X5 da proteina 2 contendo motivo tripartido (XP_006561121.1,
XP_016767881.1, XP_006561120.1, XP_016767879.1, XP_016767880.1), sao
proteinas que tem a funcdo molecular de ligacdo de ions de Zinco e funcdo no
processo biolégico de regulacdo do processo metabdlico de macromoléculas
aumentando ou diminuindo a velocidade das reacgdes quimicas do organismo.
Desempenham papéis em uma variedade de fungdes celulares, incluindo a
proliferacao celular, diferenciacdo, desenvolvimento, oncogénese e apoptose, sendo
ainda ligada a imunidade antiviral nas abelhas (UNIPROT, 2024 & INTERPRO,
2024).

Foram identificadas enzimas Provaveis aconitato hidratase, isoforma
mitocondrial X1 e X2 (XP_391994.1 e XP_006560252.1), que atua em uma das
etapas da respiracado celular, como catalizadora na transformacao reversivel do
citrato em isocitrato, no momento da formacao intermediaria do acido tricarboxilico
cis-aconitato, ou seja, € uma de muitas enzimas caracterizada por realizar mais de
uma fungcdo sendo uma enzima plurifuncional, estando na segunda etapa na reacao
do ciclo do acido citrico na formacdo do isocitrato (LEHNINGER, 2019). O
metabolismo de glicidios é de grande importdncia para o desenvolvimento e
homeostase energética de todos os organismos, sendo o catabolismo de
carboidratos a via principal de obtencao de energia durante o desenvolvimento
embrionario (GUIZZO et al., 2012). Devido a sua importancia diante da producéo e
formacdo de moléculas energéticas, a aconitato hidratase € uma proteina que
caracteriza o funcionamento normal das atividades cerebrais das abelhas Apis
mellifera (PAULA, 2020).
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A proteina Krasavietz (XP_395256.3) tem a funcdo segundo a base de
dados FlyBase (2024), de ligacdo de pequenas subunidades ribossémicas, ligacao
do fator de iniciacdo da tradugado, ligacdo ao ribossomo, ligacdo proteica. Esta
envolvido no processo bioldgico descrito como comportamento, célula folicular do
desenvolvimento da camara do ovo, resposta ao composto contendo
oxigénio, memoria de longo prazo, regulacdo do processo biossintético. Expressao
maxima observada em estagios ao longo da embriogénese, em estagios ao longo do
periodo larval, em estagios ao longo do periodo pupal, em estagios femininos
adultos ligado ao sistema reprodutor. Segundo a base de dados UniProt (2024),
pode estar envolvido a formacado de memdria. Segundo a base de dados Alliance of
Genome Rescurses (2024), permite a atividade de ligacdo de pequenas
subunidades ribossbmicas e a atividade de ligacdo do fator de iniciacdo da
traducdo. Envolvido em diversos processos, incluindo resposta comportamental ao
etanol e memoria de longo prazo. Localizado em diversos componentes celulares,
incluindo corpo celular neuronal. E expresso em diversas estruturas, incluindo
cabeca adulta, sistema nervoso central e neurbnios colinérgicos

A proteina Suposto homélogo A1 de 7 membros da familia aldeido
desidrogenase (XP_394614.1), tem funcdo parecida com proteinas membros da
familia aldeido desidrogenase, onde em estudo protebmico da glandula
hipofaringeal, esta enzima foi relatada como participante do metabolismo energético
e de carboidratos desta glandula em nutridora (SANTOS et al, 2005).

Encontramos as proteinas Transportador facilitado de TREALOSE Tret1-2
homdlogo isoforma X1, X2 e X3 (XP_006562376.1, XP_006562374.1,
XP_006562377.1, XP_016771901.1, XP_623823.1, XP_006562375.1). Segundo a
base de dados UniProt € atuante como atividade de transporte transmembranar de
moléculas para dentro e para fora das células. Constituinte da membrana
plasmatica, onde a trealose € da classe dos glicidios sendo prevalentes em
borboletas, gafanhotos e abelhas, no qual o agucar circulante no sangue € a trealose
e também quando decomposta em glicose pela enzima trealase podendo ser
utilizada pelo inseto em ocasides de trocas nutritivas entre abelhas e larvas. Dentro
deste contexto essa proteina da classe de transportadores € que facilita a acao da
trealose (OUCHEMOUKH, et al, 2010).
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A proteina 3 contendo repeticdo WD - Gene LOC552439 (XP_624815.1), é
uma proteina contendo dominio de repeticdo WD sendo um termo alternativo para
WD40, ou seja, é uma pequena unidade estrutural de proteinas que tem a funcao de
sinalizagao celular, regulacao da transcrigao e controle do ciclo celular na autofagia
e apoptose, ou seja, proteinas que contém repeticdes WD40 frequentemente atuam
como plataformas de montagem de complexos multiproteicos que sao duas ou mais
cadeias polipeptidicas associadas (KRAEMER, et al, 2000).

A proteina Transportadora acido gama amino butirico (GABA) dependente
de sddio e cloreto na isoforma X1 (XP_395197.2), o comando do impulso nervoso no
envolto das células nervosas sao dependentes da localizagao dos ions Na*, K*e CI
em sua concentragdo, contudo para que haja a proliferagdo dos estimulos nervosos
entre as sinapses é necessaria a agao de neurotransmissores. Os principais
neurotransmissores € a acetilcolina e o acido gama amino butirico (GABA),
(DOWSON, 1977). Dentre suas atividades normalmente, o GABA atua como inibidor
do estimulo nervoso na membrana poés-sinaptica, reestabelecendo o estado de
normalidade do sistema nervoso central e muscular, aumentando a permeabilidade
da membrana aos ions CI- (MOHLER et al., 2004).

Dentre as proteinas de membrana, encontramos a proteina Proteina
Fosfatase 1H — Gene 408701 (XP_392237.2). Tais proteinas sao consideradas
ativamente importante para de degeneracao dos ovariolos das abelhas operarias e
também na modificagdo do corpo gorduroso no momento da preparacao de sua
metamorfose que sao divididas em quatro etapas. Dentre todo conteudo que
compde o polen das abelhas Apis mellifera, a fosfatase faz parte, juntamente com a
catalase, redutase e pactase, de 7,2% do total de polén produzido pelo inseto
(FAVARETTO, 2003). Essa enzima constitui fatores alergénicos toxicos para os
seres humanos e animais (JESUS, 2020)

A proteina Regulador da helicase 1 de alongamento de teldbmeros homologo
— Gene LOC412546 (XP_016770434.1), sdo enzimas responsaveis em regular o
avanco dos garfos de replicagdo do DNA, onde vai promovendo a abertura da hélice
do DNA quebrando as ligacdes de hidrogénio e separando em duas fitas simples
para que possa sofrer replicacdo. Dentro desse atua com uma anti-recombinase,
neutralizando a recombinagdo toxica e limita o cruzamento durante a meiose.
Através dos teldmeros transmitem suas caracteristicas hereditarias quanto a sua

integridade e igualdade homdloga, sendo s&o complexos nucleoproteicos
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especializados que formam as extremidades naturais dos cromossomos eucariéticos
e tém importantes fun¢des estruturais e protetoras (UNIPROT, 2024).

A proteina de processamento de pré-rRNA FTSJ3- Gene 107963983
(XP_016770530.1), atua juntamente com outras proteinas como processamento de
pré-rRNA, com atividade catalitica no processamento de pré-rRNA e proliferacéo
celular na via que leva a maturagdo rRNA (UNIPROT, 2024).

A proteina oxidorredutase semelhante a sacaropina desidrogenase,
(XP_624456.2), enzimas essas que catalisam reagdes redox de transferéncia de
elétrons para outros reagentes, sendo que a sacaropina desidrogenase € uma acao
intermediaria no metabolismo do aminoacido antiviral Lisina (DEPONTE, 2013).

Foi encontrada a proteina Fosfatase acida tipo 7 (XP_396873.2), que se
trata da fosfatase acida da apitoxina sendo considerada um dos principal alergénicos
componentes da apitoxina, sendo a Fosfolipase A2 a mais alergénica, seguindo da
hialuronidade e da proteina aqui encontrada, ocupando 3% da base seca da
apitoxiana (KETTNER et al., 1999). Esta enzima estd associada a liberacdo de
histamina dos baséfilos humanos, além de produzir inflamagdo e ardor na pele
(MAIA, 2002).

A proteina tRNA treonilcarbamoiladenosina-metiltiotransferase
(XP_396696.4), é encontrada nos corpos gordurosos das abelhas operarias sendo
um catalisador que colabora em ac¢des oxidativa por conta da adenosina, transcricao
do tRNA pela treonina e relagdes com o sistema nervoso do inseto pela cabamoil
(LEHNINGER, 2019). Atuante na metilacdo do DNA gendémico onde ocorre a
substituicdo de um atomo de hidrogénio (H) por um metil (CH3) (BATAGLIA, 2018).

Muitas proteinas foram encontradas como relacionado na Figura3, mas
nenhuma com relagcdo ao envenenamento das abelhas Apis mellifera, mas o
processo de atuacdo de tais proteinas ainda deixa duvidas sobre os conceitos de
seus impactos no corpo humano, onde temos proteinas que desenvolvem acgdes
térmicas de choque térmico, caracteristicas do Alérgeno C uma das propriedades do
veneno. Sendo a proteina Fosfatase acida tipo 7, tendo relacdo ao envenenamento
das abelhas africanizadas Apis mellifera como um potente proteina da classe dos
alergénicos.

Na fragao tabela 3 podemos encontrar algumas proteinas descaracterizadas
em sua relacdo, sendo essas acometidas por algumas dessas acbes ou outras

existentes.
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6. CONCLUSAO

Utilizando técnicas protedmicas para identicacdo das proteinas presentes
nas micorvesiculas do veneno de abelha Apis mellifera, apds descarte do volume
morto da coluna, 4 fra¢des foram eluidas e coletadas e neste pardmetro somente as
fracdes F1 e F2 foram aptas a pesquisa cientifica com microvesiculas. Desta forma,
supoe-se que, as microvesiculas presentes no veneno da abelha Apis mellifera sao
frutos do desprendimento de brotos membranares de orgaos/tecidos durante sua
vida, os quais podem ser conduzidos para a glandula de veneno pela proximidade
gue a mesma tem com o intestino deste inseto.

Muitas proteinas foram encontradas, onde nenhuma com relacdo ao
envenenamento das abelhas africanizadas Apis mellifera mas o processo de
atuacao de tais proteinas ainda deixa duvidas sobre os conceitos de seus impactos
no corpo humano, onde temos proteinas que desenvolvem acdes térmicas
caracteristica do Alérgeno C uma das propriedades do veneno, agbes cataliticas e
de transporte.

Dentre varias proteinas encontradas a proteina acid phosphatase type 7
(Fosfatase acida tipo 7) juntamente com a proteina Fosfatase 1H, tém relacdo ao
envenenamento das abelhas africanizadas Apis mellifera, induz reacgdes de toxidade
que sao inoculadas durante a ferroada no momento de defesa das abelhas
meliferas, conduzido o acometido a reacbGes alérgicas apds envenenamento da
apitoxina.

Por fim os resultados obtidos neste trabalho serdo de grande contribuicdo
para proximos estudos envolvendo as proteinas caracterizadas nas microvesiculas,
qual a sua acgao no corpo humano apos o desprendimento de microvesiculas das
células, proveniente do envenenamento de multiplas picadas de abelhas Apis

mellifera.
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