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RESUMO

O veneno da abelha, a apitoxina, consiste de uma mistura complexa de
compostos nitrogenados, constando de uma maior parte proteica(Melitina) e
menor fragdo por: Apamina, adolapina, fosfolipase A2, hialuronidase e
peptideos MCD. Trata-se de um liquido transparente, com odor caracteristico,
amargo e que apresenta pH basico (4,5 a 5,5), usado pelas abelhas como
elemento de defesa e que seca facilmente em temperatura ambiente. A
Melitina é o componente predominante no veneno apresentando,
aproximadamente, 50 % da matéria seca, trata-se de uma proteina de elevado
potencial anti-inflamatério, sendo considerada o principal agente da apitoxina
na terapia da artrite reumatica. Junto com a apamina, a melitina estimula os
sistemas adrenal e pituitario a produzirem cortisol e outros esteroides naturais,
que tem relevante papel na terapia da artrite, bem como na industria
cosmecéutica. A apitoxina foi coletada no apiario El-Shaday, Assentamento
Rosario, Agrovila Canudos do municipio de Ceara-Mirim/RN, a coleta da
amostra se deu utilizando o método de choques elétricos através de eletrodos
de ago inox conectados a uma bateria e laminas de vidro posicionado no
alvado da colmeia que retém a apitoxina apds a picada da abelha. O apiario
produz dois tipos de apitoxina, classificada como tipo 01, pura, e tipo 02,
beneficiada. Foram realizados testes de citotoxicidade, quantificacao proteica e
eletroforese, em ambas as amostras, a fim de avalia-las e comparar os dois
tipos de apitoxina.Na apitoxina 01 foi realizada a concentragdo inibitdria
minima. As amostras também foram incorporadas em duas bases
dermatoldgicas, Gel carbopol® e Emulsao anidnica para que fossem avaliadas
a estabilidade Preliminar e Acelerada das formulagcbes.A apitoxina tipo 01,
apresentou 77,83% de proteinas, uma concentracao inibitéria minima a partir
de 1,0% e toxicidade de 962,60 ug/mL; Os testes na apitoxina 02 apresentaram
um teor proteico de 51,87% e uma citotoxicidade 154,82 pg/mL resultados
possivelmente afetados pela contaminagdo ainda presente neste tipo de
amostra apos o beneficiamento. A eletroforese demonstrou que a apitoxina
apresenta o mesmo perfil proteico, independente do processo de extragéo.
Porém, a apitoxina tipo 02, aponta a diferenca de uma unidade que nao se
revelou neste produto. As formulagbes mantiveram-se estaveis durante todo
periodo de avaliagdo de sua estabilidade, 90 dias, onde foram avaliados pH,
viscosidade, caracteres organolépticos, espalhabilidade, nas trés diferentes
condigbes de armazenamento: temperatura ambiente, 5 °C e 40 °C, excegao
feita a emulsdo anidnica conservada a 40 °C em que perdeu estabilidade a
partir do trigésimo dia.

Palavras-chaves: Abelhas. Apitoxina. Testes de Estabilidade. Eletroforese.



ABSTRACT

The bee venom, the apitoxin, is a complex mixture of nitrogenous compounds,
having largely represented by melittin protein and a smaller fraction consisting
of: Apamin, adolapina, phospholipase A2, hyaluronidase and peptides MCD. It
is a transparent liquid, with characteristic odour, bitter and that presents basic
pH (4.5 to 5.5), used by bees as a defense and that dry easily at room
temperature. The Melittin is the predominant component in poison showing
approximately 50% of the dry matter, it is a high protein anti-inflammatory
potential, being considered the main agent of apitoxin on rheumatic arthritis
therapy. Along with the apamin, melittin stimulates the adrenal and pituitary
systems to produce cortisol and other steroids, which has important role in
arthritis therapy, as well as in the cosmeceutical industry. The apitoxin was
collected in the Apiary ElI-Shaday, Settlement, Agrovila Straws of municipality of
Ceara — Mirin/ RN. sample collection occurred using the method of electric
shocks through electrodes of stainless steel connected to a battery and glass
blades positioned at the hive entrance of the hive that retain the apitoxin after
bee sting. The Apiary produces two types of apitoxin, classified as type 01,
pure, and type 02 milled. Cytotoxicity tests were performed, and protein
quantification in both samples in order to evaluate them and compare the two
types of apitoxin, on 01 was still held the apitoxin minimum inhibitory
concentration. The samples were also incorporated into two bases, carbopol
Gel ® skin and anionic emulsion for primary and Accelerated stability evaluated
formulations. The apitoxin type 01, 77.83% protein, introduced a minimum
inhibitory concentration from 1% and toxicity of 962.60 p g/mL; Tests on
apitoxin 02 presented a protein content of 51.87% and a cytotoxicity 154.82
u/mL results possibly affected by the contamination still present in this sample
type after the processing. Electrophoresis showed that apitoxin features the
same protein profile, regardless of the extraction process. However, the apitoxin
02 type, presents the difference in a unit that didn't report revealed in this
product. The wording remained stable throughout assessment period of its
stability, 90 days, where they were evaluated pH, viscosity, organoleptic
characters, spreadability, in three different storage conditions: room
temperature 5° C and 40° C, except the anionic emulsion stored at 40° C that
lost stability from the 30th day.

Key words: Bees. Apitoxin, Stability, Electrophoresis Tests
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1 INTRODUCAO

As abelhas estao presentes no planeta ha mais de 50 milhées de anos,
trata-se de uma espécie que evoluiu dentro da familia de insetos como vespas,
formigas e cupins, e que contribui de forma impar com a preservagdo do meio
ambiente além de oferecer ao homem diversos produtos de valor inestimavel.
Entre os produtos com enorme valor agregado como a geleia real, a cera, o
pdlen esta o seu veneno: a apitoxina. Ao longo dos tempos, estes produtos
vém sendo relacionados a diversas propriedades terapéuticas e explorados por
diversos segmentos industriais.

A apitoxina, que possui em sua composicao peptideos, enzimas e
aminas biogénicas com alto poder alergénico e propriedades farmacoldgicas,
demonstra forte efeito anti-inflamatério bem comopropriedades cosméticas;
Sabe-se que personagens histéricos como Hipdcrates (460 a.C.) empregava
ferroadas de abelha em seus procedimentos terapéuticos e Carlos Magno, no
século VIII, foi tratado com ferroadas de abelha para combater inflamagdes nas
juntas (MOREIRA, 2012).

Devido a estas propriedades farmacologicas, a apiterapia vem
crescendo em importéancia, sendo observada como alternativa para uma nova
forma de abordagem no tratamento da artrite reumatoide e outras patologias
combatidas hoje de forma convencional através de medicamentos que
possuem alto custo econdmico e forte impacto colateral na saude de seus
usuarios. A fim de mensurar a importancia do desenvolvimento de pesquisas
relacionadas a apitoxina, faz-se saber que de acordo com dados da
organizagdo mundial de salde, aartrite reumatoide que é uma desordem
autoimune de etiologia desconhecida, caracterizada por inflamagdes articulares
sistémicas, crbnica e progressivaacomete 0,5 a 1% da populagdo mundial,
podendo chegar a 5% dependendo do grupo e da faixa etaria avaliada(GPUIM,
2011).

Logo, a apitoxina apresenta-se como uma importante alternativa no
combate a este tipo de patologiae na crescente industria cosmecéutica, no

entanto, sdo necessarios estudos que promovam o desenvolvimento de
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medicamentos e cosméticos seguros, eficazes, menos invasivos e que ofereca

a populacédo um custo beneficio superior aos tratamentos hoje disponiveis.
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2

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o teor proteico nos dois tipos deapitoxinacoletadas no apiario El

Shaday (Ceara-Mirim/RN),sua citotoxicidade frente Artemia salina L., e

determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM),assim como avaliar

suaestabilidade quando incorporado a um veiculo farmacéutico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliaras proteinas contidas nos diferentes beneficiamentos da apitoxina;
Analisar a citotoxicidade frente ao microcrustdceo Artemia salina L. da
apitoxina;

Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da apitoxina frente as
cepas catalogadas dos microrganismos E. coli, Salmonella enteritidis e
Salmonella typhi;

Incorporar a apitoxina em bases farmacéuticas de uso dermatolégico.
Avaliar a estabilidade das formulacoes (pH,caracteristicas
organolépticas,viscosidade e espalhabilidade) no periodo de 90 dias a
temperatura ambiente, 5 °C e a 40 °C.

13



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1AS ABELHAS

As abelhas, assim como as vespas e formigas, sao insetos pertencentes
aordem Hymenoptera. Origindrias de um grupo de vespas predadoras
relacionadas a Superfamilia Sphecoidea ha mais de 100 milhdes de anos nas
regides aridas do entdo supercontinente Gondwana, que foi provavelmente a
area de surgimento das plantas faner6gamas (plantas produtoras de flores e
frutos). Este supercontinente atualmente corresponde a Africa, América do Sul,
india, Australia e Antartica (WINSTON,1987).

De acordo com Fonseca (1993), elas surgiram a partir de um grupo de
vespas que alteraram a sua dieta alimentar deixando de utilizar insetos e
acaros na sua alimentacao para fazer uso do néctar e pdélen como fonte de
nutrientes. Sendo assim, elas sofreram modificacdes na sua anatomia e
fisiologia ao longo de varios anos, para se adaptarem ao novo habito alimentar.
Devido ao processo coevolutivo que estes artrbpodes e as plantas
experimentaram ao longo do tempo, uma relagcdo mutua entre abelhas e
plantas foi estabelecida, onde as plantas fornecem alimentos (néctar e pdlen) e
outros materiais esséncias a dieta destes insetos. Como recompensa as
plantas recebem os servicos de polinizacdo, importante para a subsisténcia de
mais de 225.000 espécies vegetais, sendo que dois tercos destas espécies
dependem da polinizacdo dos insetos para o0 seu sucesso reprodutivo.

As abelhas reanem cerca de 20.000 espécies distribuidas praticamente
por todas as partes do mundo onde ha angiospermas, muitas sdo solitarias e
relativamente pouco sociais. Os principais grupos sociais das abelhas
pertencem a familia Halictidae, Anthophoridae e Apidae, nesta Ultima sao
encontradas as maiores colonias, que atingem populagées com centenas e até
milhares de individuos (PIRANI, 1993).

O corpo de uma abelha é formado por trés partes: cabecga, térax e
abdémen, como podemos verificar na Figura 3.1.
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Figura 3.1 - Morfologia da Abelha
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abelha.html

Na cabeca estdo inseridos os olhos simples e compostos, antenas,
aparelho bucal e algumas glandulas que sdo de grande importancia no
processo de alimentacdo das abelhas no estagio de cria ou de inseto adulto.
Entre estas destacamos as glandulas Hipofaringeanas que tem o formato de
um cacho de uvas e estdo presente apenas nas abelhas operarias e sao
responsaveis pela producdo de geleia real, substancia de alto valor nutritivo
que alimenta as larvas de operérias até o 3 ¢ dia de vida e a rainha durante
toda a sua vida. Ainda na cabeca encontramos as glandulas mandibulares, as
quais estao presentes apenas nas operarias e na rainha. Nas operarias jovens
servem para dissolver a cera e estdo envolvidas na producao de geleia real,
alimento destinado a alimentagéo das larvas.

Existem ainda dois pares de glandulas, localizados na parte posterior da
cabeca — glandulas salivares — e as labiais toracicas, que estdo conectadas a
boca da abelha por meio de um canal salivar comum, que auxiliam na digestao
dos agucares e outros alimentos (WISTON, 1987).

O térax é a segunda parte do corpo formada por trés segmentos:
protérax, mesotérax e metatérax, que estao ligados entre si por membranas e
em cada um deles normalmente encontra-se inserido um par de pernas. No

segundo e terceiro segmentos estdo inseridas as asas, um par em cada um
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deles. No terceiro par de perna (pernas posteriores) no quarto segmento (tibia)
existe uma cavidade na parte externa denominada corbicola ou cesta polinica,
que serve para transportar o polen, alimento de alto valor nutritivo para abelhas
e indispensavel para o bom desenvolvimento reprodutivo e produtivo das
colénias (WINSTON, 1987).

O abdome é terceira parte do corpo da abelha formado por segmentos
anelados, denominados urdmeros, cujo numero, varia de acordo com o tipo de
individuo da colénia. Nele se encontram presentes as glandulas de cera
localizadas na parte ventral, entre o quarto e sétimo segmentos abdominais
das abelhas operarias. Sao importantes na producédo de cera, principalmente
nos periodos de grandes floradas, quando é exigido a construcao de novos
favos para a deposicdo de postura de rainha e de alimento — néctar e pdlen.
Encontramos também no abdémen a glandula de Cheiro ou de Nassanov,
localizada na parte dorsal do sétimo segmento abdominal das operérias, que
produz substancias (feroménios) que sao utilizadas na marcac¢ao da entrada da
colmeia, fontes de agua e possivelmente, de néctar e de polen (WINSTON,
1987).

No final do abdome localiza-se o ferrdo, 6rgao de defesa das abelhas, o
qual é utilizado diante de situagdes de perigo iminente para excretar o veneno,
que desde a sua producdo até a liberacdo, abrange um percurso que
compreende o sistema glandular, o saco de veneno, o bulbo do ferrdao com sua
respectiva organizacdo muscular e o ferrao (HERNANDEZ, 2003).

O sistema glandular apresenta aos 14 dias a sua maior atividade
enzimatica (ABREU; MORAES; MATHIAS, 2010), sendo composto por uma
glandula (localizada na regiao posterior do abdome, entre o reto e os ovarios)
contendo dois tubulos filiformes nos quais encontram-se varias células
secretoras. Essascélulas apresentam grandes quantidades de reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocéndrias e vesiculas secretoras, sugerindo assim
uma intensa sintese de proteinas (ROAT; NOCELLI; LANDIM, 2006).

Um ducto comum a todas estas células, a elas conectado através de
canaliculos, conduz o veneno produzido até o saco de veneno, estrutura que
tem como finalidade o seu armazenamento. Na sequiéncia, o saco do veneno
se encontra com o bulbo de ferrdo, que apesar de ndo apresentar movimento

préprio, funciona como uma bomba impulsionada por uma série de musculos
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que o circunda saco passa por sua estrutura fluindo até ser excretado pelo
ferrao (ROAT; NOCELLI; LANDIM, 2006; HIDER, 1988), como é possivel

visualizar na Figura 3.2.

Figura 3.2 - Imagem do aparelho produtor e excretor de veneno

Como funcionam as abelhas

O ferrao

-

Glandula ;
e wenena ] b .|'

Pewvestimeanta
doa ferrdo
Farmpa= da
ferrdo

FONTE: http://ciencia.hsw.uol.com.br/abelhat.htm

O ferrdo da abelha € uma estrutura rigida e farpada, composta por um
componente dorsal fixo (estilete) e dois elementos ventrais, moveis no sentido
longitudinal, (lancetas) que se encaixam mediante contracdo muscular e
liberam o veneno, de maneira que, ao ser usado contra animais com tecido
cutaneo elastico, como uma ave ou mamifero, permanece encravado no tecido
mole da vitima. Quando a abelha tenta retira-lo, o ferrdo e o sétimo seguimento
abdominal sao cortados e deixados in situ, devido a elasticidade do tecido
corpéreo da vitima e a fragilidade da musculatura abdominal que prende o
aparelho de ferrdo das abelhas, culminando na morte do animal por exaustao
ou pela perda continua da hemolinfa, que ndo apresenta agentes coagulantes
capazes de impedir o seu fluxo. Assim, o ultimo ganglio nervoso e os musculos
que operam o saco do veneno sdo deixados com o ferrdo, de modo que ele
continua a injetar o veneno no corpo da vitima (WINSTON, 1994; HIDER, 1988;
FREE, 1980).
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O género Apis pertence ao reino: Animalia, ao filo: Arthropoda, a classe:
Insecta ou Hexapoda, a subclasse: Pterygota, a ordem: Hymenoptera, a
subordem: Apocrita, a familia: Apidae e a tribo: Apni, existindo uma variedade
de espécies de Apis (MICHENER, 2000).

Entre as espécies produtoras de mel, as do género Apis sdo as mais
conhecidas, apresentando nove espécies: Apis mellifera, Apis florea, Apis
dorsata, Apis cerana, Apis korchevniskov, Apis andreniformis, Apis laboriosa,
Apis nuluensis e Apis nigrocincta. Dentre elas, a Apis mellifera sempre
despertou interesse devido a sua grande importancia econémica (DAVILA;
MARCHINI, 2005) e, sobretudo, pelas novas possibilidades de usos de seus
produtos na area médica. OProf. Dr. Warwick Estevam Kerr, no intuito de
aumentar a produgéo nacional de mel, trouxe para o Brasil por volta de 1950 a
subespécie africana Apismelliferascutellata, visto que essas abelhas
apresentavam uma alta produtividade e uma alta capacidade de adaptacao.
Mas, também apresentavam aspectos negativos, como a grande capacidade
de enxamear e o comportamento agressivo(DAVILA; MARCHINI, 2005).

Por esses motivos, as colmeias do apiario experimental contendo as
abelhas africanas, localizado no municipio de Rio Claro — SP eram protegidas
por uma tela, para evitar a “fuga” das rainhas e, consequente, dispersdao da
colmeia. Por um acidente, essas telas foram removidas e as abelhas se
dispersaram por todo Brasil, onde, ao cruzarem com abelhas nativas e
europeias que aqui se encontravam, deram origem asabelhas africanizadas.
(GONGCALVES, 1974) Atualmente, acredita-se que a maioria dos ninhos
naturais sdo compostos de formas hibridas, ou seja, abelhas africanizadas.
Este hibrido passou a dominar a apicultura nacional a partir da década de 70,
sendo hoje responsavel pela maior parte da producdo de Mel no Brasil
(PIRANI, 1993).

A Apis mellifera, popularmente conhecida como abelha africanizada ou
abelha de mel, manteve as caracteristicas das africanas como a agressividade,
a ocorréncia de enxames varias vezes ao ano e a utilizacdo de uma grande
variedade de locais para nidificar. Esse comportamento aumenta o contato
direto entre o0 inseto e a populagdo, aumentando o numero de
acidentes(FITZGERALD; FLOOD, 2006; HERNANDEZ, 2003).
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Abelhas da espécie Apis mellifera, nidificam em espacos fechados,
escuros, como cavidades de rochas e arvores ocas, onde cada colénia constroi
varios favos paralelos e sédo atraidas umas pelas outras por meio de sistemas
auditivos, tateis ou quimicos eficazes e formam um agrupamento dentro do seu
ninho ou colmeia (FITZGERALD; FLOOD, 2006; HERNANDEZ, 2003). Os
aspectos anatdbmicos desta espécie consistem em um exoesqueleto, composto
pelo polissacarideo quinina, que fornece protecdo para os 6rgéaos internos,
sustentacao para os musculos e prote¢ao contra a perda de agua; e estrutura
corpérea dividida em cabeca, térax e abdome (NOGUEIRA-COUTO; COUTO,
2002).

Em uma familia de abelhas do género Apis sdao observados trés tipos de
individuos ou castas: a rainha, a operaria e os zangdes. Estes individuos
apresentam diferencas morfologicas e fisioldgicas que estao relacionadas com
as diferentes fungdes que exercem na colb6nia. A rainha e as operérias
normalmente estdo presentes na col6nia, ja os zangbes normalmente quando

existe abundancia de alimento no campo (PIRANI, 1993).

3.2 APICULTURA

A apicultura é conceituada por Oliveira et al. (2010)como a pratica da
criagdo de abelhas do género Apis para producao de mel, propolis, polen, cera,
veneno e outros produtos derivados. Em termos gerais, a apicultura possibilita
a utilizacao permanente dos recursos naturais e atualmente apresenta um
significativo retorno financeiro de baixo impacto ao meio ambiente, podendo ser
desenvolvida por pequenos produtores (OLIVEIRAet al., 2010; SILVA, 2010).
Deste modo, representa além de producdo e trabalho para esta populacéo,
aumento do fluxo de renda, satisfacado pessoal para a maioria dos produtores e
retorno as tradicoes familiares para outros, favorecendo a fixagdo do homem
no campo (OLIVEIRAet al., 2010).

Por apresentar baixo custo de implantacdo e manutencdo, além de
rapido retorno financeiro, a criagdo de abelhas Apis melifera L. no Brasil é uma

das atividades zootécnicas que mais tem crescido nos ultimos anos no
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Nordeste. Entre 1999 e 2009, a producgéo nordestina de mel passou de 2.795 t
para 14.963 t, um crescimento de 435%.

Diante da histérica falta de oportunidades na Regido Nordeste a
apicultura surgiu como uma chance de sobrevivéncia, a medida que
proporcionou a conservagao e a reconstrugcao dos ecossistemas num contexto
que poderia culminar num cenario de acelerado processo de
degradacaoambiental com a retirada de lenhas e queimadas como forma de
subsisténcia, destruindo a cobertura vegetal(OLIVEIRA et al., 2010; SILVA,
2010).0 Nordeste brasileiro possui caracteristicas de clima e flora que lhe
conferem elevadacompetitividade no mercado mundial. O diferencial do mel
Nordestino estd na baixa contaminagcdo por pesticidas, visto que o grande
percentual do mel produzido na regido é proveniente de vegetacdo nativa
(VIDAL, 2013).

A apicultura Nordestina é uma atividade de carater eminentemente
familiar; atualmente, existem cerca de 46.356 apicultores em toda regido e a
maioria possui até 200 colmeias(VIDAL, 2013).

Nos anos em que a precipitacdo pluviométrica se situa em torno ou
acima da média, o Nordeste responde por cerca de 40% da producao nacional
de mel, porém, como a maioria das atividades agropecuarias a apicultura
também esta sujeita as intempéries do clima. Em 2012, com a seca que
assolou a regido, a florada foi insuficiente provocando elevada queda na
produgcdo em todas as areas produtoras de mel do Nordeste brasileiro,
ocorrendo também elevadas perdas de enxames por abandono da colmeia
devido a alta temperatura aliada a falta de sombreamento e manejo alimentar
inadequado, a Paraiba e Alagoas tiveram perda de 80% dos enxames em 2012
(VIDAL, 2013).

A queda da producdo nordestina do mel repercutiu negativamente nas
exportacdes brasileiras do produto. Em 2012 o pais exportou 16,7 mil
toneladas, 25% a menos que o ano anterior(VIDAL, 2013).

3.3 APITOXINA
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Com o objetivo de proteger a coldénia contra a mais variada gama de
predadores, nos quais podemos destacar desde artrépodes até vertebrados, a
abelha secreta o seu veneno: A apitoxina. Na espécie Apis melifera, o veneno
€ secretado por meio de uma glandula de secrecao acida e outra de secregao
alcalina, presente no interior do abdémen das abelhas operéarias
(FITZGERALD; FLOOD, 2006; HIDER, 1988).

Entre todos os produtos secretados pelas abelhas, provavelmente o seu
veneno ou apitoxina, € o mais complexo fisiolégica e quimicamente, no entanto,
€ também o menos representativo em termos de literatura cientifica (IONETE et
al, 2013).Desde meados dos anos 50, 0 método do choque elétrico tem sido
visado para estimular as abelhas a picar. O coletor normalmente € colocado na
entrada da colmeia e conectado a um dispositivo que prové impulsos elétricos.

O coletor pode ser feito de madeira ou plastico que da suporte a uma
armacao de arame. Debaixo dos arames esté colocada uma folha de vidro que
pode ser coberta com plastico ou material de borracha para evitar a
contaminacao do veneno, esta armacao € conectada a um gerador de pulsos
alimentado com bateria de 12v e 2 amperes e tem uma capacidade para gerar
pulsos para dez placas.

FIGURA 3.3 — Coletor de apitoxina

FONTE: www.apiariosmontanhas.com.br/apitxina/coletorapitoxina.html

Durante a coleta, as abelhas entram em contato com a armacao de
arame e recebem um choque elétrico moderado. Elas picam a superficie da
folha do coletor, pois identificam a excitagdo elétrica no momento como uma

fonte de perigo. O veneno é entdo depositado entre o vidro e o material
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protetor, onde seca e depois é raspado em laboratério para ser acondicionado
em recipiente e temperatura adequada até o seu destino final (DANTAS, 2013).

A coleta do veneno gera muito estresse nas abelhas que ficam muito
agressivas apos esse trabalho. E aconselhavel, inclusive nao ter nada mével
(animais e movimentacao de pessoas) a pelo menos 300 metros. A coleta deve
ser feita somente 1 hora por dia e para coletar um grama de veneno € preciso
extrai-lo de dez colmeias (DANTAS, 2013).

Apitoxina é caracterizada pela literatura como uma mistura complexa de
compostos nitrogenados, tendo sua maior parte proteica representada pela
melitina e uma menor fragdo composta por: Apamina, adolapina, fosfolipase
A2, hialuronidase e peptideos MCD(IONETE et al, 2013). Trata-se de um
liqguido transparente, com odor caracteristico, amargo e que apresenta pH
basico (4,5 a 5,5), usado pelas abelhas como elemento de defesa e que seca
facilmente em temperatura ambiente. Quando em contato com olhos e
mucosas causa irritacdo e ardéncia, é soluvel em agua e insoluvel em éalcool e
sulfato de aménia. Em contato com o ar forma cristais amorfos, j& o veneno
seco torna-se levemente amarelado e algumas preparacdes para uso comercial
podem apresentar-se com a cor marrom, isto gracas a oxidacao de algumas
proteinas. A apitoxina ainda contém um elevado numero de compostos volateis
0s quais se perdem durante o processo de coleta, € considerada uma fonte rica
de enzimas, aminas biogénicas e peptideos, com densidade 1,133 (ALI, 2012).

A maioria dos venenos dos insetos, incluindo o das abelhas, sao
constituidos por enzimas, proteinas, polipeptidios e uma grande variedade de
outras pequenas moléculas, sendo assim, os seus efeitos farmacoldgicos e
atividades bioquimicas convergem para uma mesma via. Induzem a dor
imediata e contendo fosfolipase e hialuronidase, sdo capazes penetrar nos
tecidos com facilidade e destruir células vermelhas (ALI, 2012).

Na Tabela 3.1, encontram-se seus principais componentes da apitoxina,
veneno da Apis melifera, agrupados por faixa de peso molecular.
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Tabela 3.1 - Principais componentes da apitoxina

Peso Molecular Componente % Base Observagdes
seca
<1000 Peptideos 15 Cadeias de até 9
Monoaminas 03 aminoacidos
Outros 06 Histamina, Dopamina etc
Polipeptidios 1000 Melitina 50 Anti-inflamatério
a 10.000 Apamina 02 Anti-inflamatério
Peptideo MCD 02 Anti-inflamatério
Outros 03 Tertiapina, Secapina
Enzimas > Fosfolipase A2 12 Principal alergénico
10.000 Hiauronidase 02 Alergénico secundario
Outras 03 Fosf.acida, glucosidase,
esterases
Outras substancias Adolapina, inibidor 02

de protease

FONTE:http://www.apacame.org.br/mensagemdoce/66/apitoxina.htm

Estamistura complexa de substancias quimicas como peptideos,
enzimas e aminas biogénicas, apresentam atividades farmacolégicas e
alérgicas. Os fatores alergénicos sdo enzimas como fosfolipases,
hialuronidases, lipases e fosfatases, proteinas antigénicas que, uma vez
inoculadas durante a ferroada, iniciam respostas imunes responsaveis pela
hipersensibilidade de alguns individuos e pelo inicio da reacao alérgica. Sao
agentes blogueadores neuromusculares e possuem poderosa a¢gao hemolitica,
além de propriedades antiarritmicas (SOUSA, 2008).

A Fosfolipase A2éuma enzima naturalmente presente em todos os seres
vivos, sendouma das mais ativas fosfolipases conhecidas. Provoca ruptura dos
fosfolipidios da membrana celular, contracdo do musculo liso, hipertensao e
aumento da permeabilidade vascular (SOUSA 2008; MAIA, 2012).Na apitoxina
existem duas estruturas bem caracterizada de fosfolipase A2, com peso
molecular na ordem de 11.000 Da. Usualmente considera-se o teor médio de
12%, mas segundo alguns autores, este numero pode variar de 1,8 a 27,4%
p/p, sendo geralmente maiores nas abelhas africanas que nas europeias. Em
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pequenas doses, a fosfolipase A2 ndo apresenta danos, exceto em pessoas
alérgicas (MAIA, 2012).

A Hialuronidase, mesmo nao sendo muito téxica, poténcia a difusao e os
efeitos nocivos dos outros componentes do veneno das abelhas soltando o
acido hialurénico, responsavel por conectar uma célula a outra (espaco
extracelular), tornando-a assim mais permeavel e consequentemente
facilitando a entrada e atuacao das demais substancias sendo conhecida como
“fator propagador”. (BECK, 1997; SOUSA, 2008; FRANCA; MEDEIROS, 2003)

A Melitina é o componente predominante no veneno apresentando,
aproximadamente, 50 % da matéria seca. (OWEN; PFAFF, 1995) Trata-se de
uma proteina de elevado potencial anti-inflamatério, sendo considerada o
principal agente da apitoxina na terapia da artrite reumatica. Junto com a
apamina, a melitina estimula os sistemas adrenal e pituitario a produzirem
cortisol e outros esteroides naturais, que tem relevante papel na terapia da
artrite, ndo possuindo as complicagcbes médicas produzidas pelos esteroides
sintéticos (MAIA, 2012).E também a toxina mais ativa no veneno das abelhas
causando hemdélise. Em acao com a Fosfolipase A2, compromete a integridade
da membrana celular e da membrana mitocondrial, comprometendo, assim
afosforilacdo oxidava e a cadeia respiratdria, ocasionando dano tecidual
(SOUZA, 2008).

A Melitina € um peptideo formado por 26 aminoacidos, dos quais 10 séo
hidrofébicos e seis sao positivamente carregados em pH neutro, por esta razao
apresenta fortes propriedades tensoativas, seu peso molecular € de 2846,5.
(MAIA, 2012). A literatura imputa a melitinaintensa atividade hemolitica e
importante acdo anti-inflamatéria, antifungica, antibacteriana e apresenta ainda
acao antitumoral (ORSOLIC,2011).

A Apamina esta presente em apenas 2% da matéria seca, tendo a
menor neurotoxina conhecida. Age no sistema nervoso central (SNC) e
periférico (SNP), bloqueando a transmiss&o de impulsos inibitorios, sua acao
fisiologica estd associada a modificacbes na noradrenalina, dopamina e
serotonina e interferéncia nas transmissdes sinapticas entre outras. Como a
melitina, também estimula a funcéo hipofisiocorticorenal, acarretando aumento
agudo e imediato de cortisol no sangue (SOUZA, 2008; MAIA, 2012).
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O Peptideo Degranulador de Mastdcitos é responsavel pela intoxicacao
histaminica observada nas fases iniciais do acidente e liberacao de mediadores
quimicos. As pequenas moléculas de peptideos como a Secapina e a
Tertiapina parecem nao apresentar toxidade em mamiferos. Um provavel papel
desses peptideos € repelir outrosanimais, como artropodes e insetos.Na
composicdo da apitoxina, ainda destacam-se o cardiopep (0,7%), scapina
(0,5%), tertiapina (0,1%) e a melitina F (0,1%) (BECK, 1997).

3.3.1 Comercio da Apitoxina no Brasil

A apitoxina é um produto de extrema importadncia para a industria
farmacéutica e de grande valor no mercado internacional, no entanto, a
apitoxina brasileira ainda tem uma participacdo restrita no mercado
internacional, devido a caréncia de protocolos analiticos para atestar sua
pureza e alergenicidade (MAIA, 2012). No Brasil o preco do grama da apitoxina
varia entre R$ 55,00 podendo atingir R$ 59,00, no entanto diferentemente dos
demais produtos apicolas, os dados da producao e comercializacao brasileira
ainda sao incertos, carecendo este setor de uma maior fiscalizacdo e

regulacao.

3.3.2 Um Breve Histoérico

A primeira vez que se falou de Apiterapia, foi para fazer referencia ao
medicinal das picadas de abelhas, relatos mais antigos afirmam que o
imperador Carlos Magno (742-814) curou um crénico quadro de gota com
picadas de abelhas em doses progressivas. No século XIX algumas
publicacbes importantes sao feitas, em 1858, o professor C.W Wolf, médico
Alemao, publicou o seu livro: “Apis melifera ou 0 veneno de abelha como
agente terapéutico”; Em 1868, o Dr. Philip Terc dedicou-se a investigar as
causas da cura e realizou experimentos durante 10 anos, gerando criticas da
comunidade cientifica (FELICE; PADIN; 2012).
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Durante a segunda guerra mundial, o Dr. Yadoukh teve a oportunidade
de aplicar esta técnica em larga escala na Russia e foi o primeiro a comprovar
de maneira empirica a eficacia da técnica, em seguida com o aprofundamento
dos estudos em laboratorio, sua teoria foi comprovada e a apitoxina passou a
ser utilizada como terapia padronizada.

Em 1935 nos Estados Unidos foi langado o livro “Terapia do veneno das
abelhas”, do Dr. Bodog F. Beck, o que despertou um maior interesse da
comunidade médica no uso da nova terapia, o Dr. R. L. Carey, discipulo do Dr.
Beck, utilizou as picadas das abelhas de forma direta em seus pacientes,
afirmando que eram mais eficazes que os concentrados do veneno vendidos
em ampolas nas farmacias. A técnica tornou-se popular e difundiu-se no
mundo, Franga, México, China, varios sdo os relatos do uso da apitoxina para
diversos tipos de enfermidades (FELICE; PADIN; 2012).

A partir do século XX, principalmente ap6s 1945, comecam os estudos
controlados com o objetivo de investigar as propriedades terapéuticas da
apitoxina para dar sustentacdo cientifica ao que antes era baseado apenas no
empirismo, visando a uma melhor compreensédo dos seus efeitos e a um uso
mais seguro e eficaz. Em 2012, o professor MahmoudAbduAl- Samie Mohamed
Ali da Universidade de Agricultura do Cairo, publicou um artigo com o0s
principais usos medicinais do veneno da abelha, no qual trata também sobre
sua composicao, possiveis reacoes alérgicas e formas de utilizacdo. No artigo
o professor Ali demonstra a eficacia da apiterapia no tratamento de doencas
inflamatérias como bursite, artrites, tendinites e outras patologias como a
osteoartrite, esclerose multipla e Herpes zoster (ALI, 2012).

No Brasil, estudo desenvolvido na Universidade Federal de Minas Gerais
culminou no pleito da patente de composigbes farmacéuticas contendo fragées
isoladas de apitoxina de baixa alergenicidade para o tratamento de pacientes
acometidos de artrite reumatoide e outras condi¢oes inflamatdrias dolorosas.

3.4REACOES ALERGICAS

Picadas de abelhas em pessoas alérgicas particularmente sdo danosas
e perigosas, de acordo com diferentes estudos, de 1 a 5% das pessoas mundo
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afora sdo alérgicas a picadas de abelha e demais insetos(SASVARY;
MUELLER, 1994).

Existem dois tipos de reacao alérgica a picadas de abelha: Uma reagéo
forte e localizada e uma reagdo generalizada.No primeiro caso, o local da
picada torna-se avermelhado e dolorido, podendo persistir durante um longo
periodo do dia, ja na reacado generalizada, os primeiros sintomas comegam a
surgir poucos minutos apds receber a picada, podendo ser acompanhados de
nauseas, calafrios e vomito. Os principais sintomas vermelhidao, inchago,
principalmente na face, e coceira. No pior dos casos a vitima pode apresentar
problemas circulatérios e choque anafilatico (SASVARY; MUELLER, 1994).

Geralmente, o primeiro sintoma é coceira nas palmas das maos,
aproximadamente dois minutos apds a picadura e nos prdéximos minutos a
sensacao de coceira se esparrama por todo o corpo, chegando a face (SIMICS,
2000). O pescogo e a face comecam a inchar, a pulsacdo aumenta a
frequéncia e a pessoa sua bastante e ocorre vertigem. O estado mental
confuso que as vezes ocorre é devido a falta de sangue (oxigénio) no cérebro.
A glote pode fechar (asfixiando-se) culminando em choque anafilatico. (TILLet
al, 2004) Essa falta de oxigénio pode levar a morte cerebral ou de outros
tecidos, como necrose do miocardio. (FERREIRA, 1995) E muito importante
remover o ferrdo assim que possivel. E melhor remové-lo com um par de
pingcas, mas se isto ndo & possivel, deve-se retira-lo raspando com a unha ou
faca. Nunca se deve apertar o saco de veneno do ferrdo, porque o veneno
entrara mais ainda na ferida. Se for possivel, deve ministrar um anti-histaminico
ou produto a base de cortisona (LEITE; ROCHA; 2005).

3.5REGULAMENTAGCOES DA APITOXINA

Para fixagdo de identidade e qualidade de apitoxina, foi aprovado pelo
secretario de defesa agropecuaria e publicado na DOU de 23/01/01 a Instrucédo
Normativa: Regulamentos Técnicos e identidade e qualidade da Apitoxina que
estabelece o seguinte, Portaria n° 001/81-07/10/1981 do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento.
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Procurou estabelecer a identidade e os requisitos minimos de qualidade
gue deve atender a apitoxina, destinada ao comércio nacional ou internacional,
a ser utilizada como matéria-prima para finsopoterapicos (terapias
desenvolvidas a partir de sucos ou extratos oriundos de glandulas ou 6rgaos de
animais). Logo, a apitoxina foi definida como sendo o produto de secregéo das
glandulas abdominais das abelhas operarias e armazenado no interior da bolsa
de veneno.

Classificagdo da apitoxina de acordo com apresentagdo do produto em
apitoxina na forma de p6 amorfo ou apitoxina na forma cristalizada, tendo a sua
designacao de venda: Apitoxina, Tendo por composicao: agua e substancias
ativas, como a apamina, melitina, fosfolipase, hialuronidase e aminoacidos,
caracteristicas sensoriais proprias ao produto.

Segundo a regulamentacdo, o acondicionamento do produto devera ser
feito com materiais adequados para as condicdes de armazenamento e que lhe
confiram protegcdo apropriada contra contaminagcdo bem como preencher
requisitos fisico-quimico como umidade maxima 3%, teor proteico 50 a 85%,
fosfolipase A 17 a 19 U/mg proteina, o produto devera ser acondicionado com
materiais adequados para as condicdes de armazenamento e que Ihe confiram
uma protegdo apropriada contra a contaminac¢do, ndo se autoriza a utilizagéo
de aditivo.

As quantidades de contaminantes organicos e inorganicos nao devem
estar em quantidades superiores aos limites estabelecidos pelo Regulamento
especifico vigente e as praticas de higiene para a elaboracdo do produto
devem estar de acordo com o Regulamento Técnico sobre as Condicdes
Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricacdo para Estabelecimentos
Elaboradores industrializadores de Alimentos-Portaria n® 368, de 04/09/97-
MA,o produto ndo devera conter matérias estranhas de qualquer natureza.

3.6 TOXICIDADE (Artemia salina)

De acordo com PARRA et al. (2001), devidoao custo elevado e ao
sofrimento causado ha uma tendéncia natural de substituicio do uso de

animais em laboratdrios, os métodos alternativos incluem testes de
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citotoxicidade, como o que utiliza a Artemia salina. Trata-se de um
microcrustaceo da classe Anostracea, que vive em aguas salinas salobras de
todo o mundo. Possui quatro estagios de desenvolvimento: ovo, nauplio,
metanauplio e adulto (NUNES et al., 2006).

O ensaio de citotoxicidade com o microcrustaceo apresenta baixo custo,
confiabilidade e praticidade para determinar a bioatividade de compostos
sintéticos ou produtos naturais. Em 1982 Meyer e colaboradores
estabeleceram uma correlagcao entre o grau de toxicidade e a concentragédo
letal média (CLso), apresentada por extratos de plantas sobre larvas de Artemia
salina, considerando valores acima de 250 pg/ml s&o considerados com baixa
toxicidade, entre 80 e 250 pg/ml toxicidade moderada e abaixo de 80 pg/ml
toxicos (DOLABELA, 1997).

Esse ensaio serve como biomonitoramento de produtos naturais, sendo
considerado um método rapido, confiavel e de baixo custo, empregado para a
determinacdo de citotoxicidade (SIQUEIRA et al, 1998). E importante
acrescentar que diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade destas
espécies com outras atividades biolégicas, como antimicrobiana, parasiticida,
antiviral e antitumoral (SAHPAZ et al; 1994).A toxicidade frente Artemia salina
ndo pode ser diretamente extrapolada para humanos j& que o homem
apresenta meios fisiolégicos para eliminar substancias téxicas (OKOLI;
IROEGBU, 2004).

3.7 CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A atividade antimicrobiana de um ativo é avaliada através da
determinacdo da menor quantidade necessaria desta substancia para inibir o
crescimento do microrganismo-teste; esse valor € conhecido como
Concentracao Inibitéria Minima. O constante surgimento de microrganismos
resistentes e infec¢des oportunistas transformaram as pesquisas por novos
agentes  antimicrobianos no campo farmacéutico e cosmético
(OSTROSKY etal;2008).

Existem varios métodos para mensurar a Concentracdo Inibitéria

Minima, entre os quais podemos destacar: O teste de difusdo em agar, também
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chamado de difusdo em placas, é um método fisico, no qual um microrganismo
€ desafiado contra uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura
sélido e relaciona o tamanho da zona de inibicao de crescimento do
microrganismo desafiado com a concentragdo da substancia ensaiada (Pinto et
al., 2003),(OSTROSKYetal; 2008); Teste de difusdao em disco, que é aceito
pelo FDA (Food and Drug Administration), o qual consiste na aplicacao de uma
aliqguota do agente antimicrobiano em teste em um papel filtro de 6 mm de
didametro nas diferentes concentracées a serem testadas; ha ainda técnicas
menos utilizadas como o uso de Cilindros em aco inoxidavel e a perfuracao em
Agar(OSTROSKYetal; 2008). Entre os mais utilizados encontram-se ainda o
método da diluicdo em caldo que considera a relagdo entre a proporgédo de
crescimento do microrganismo desafiado no meio liquido e a concentracao da
substancia ensaiada, onde pode ser empregada a metodologia da
macrodiluicdo e microdiluicdo (OSTROSKY etal; 2008).

Em 2015, LEANDROrealizou um estudo, utilizando-se do método da
macrodiluicdo em agar, a fim de avaliar a atividade antimicrobiana da apitoxina
in natura e de seus componentes de forma isolada e obtiveram resultados
significativos com microrganismos contaminantes da cavidade oral, numa

concentracao de 0,2%.

3.8ESCOLHA DO VEICULO FARMACEUTICO

A pele é um 6rgao extenso que recobre todo exterior do corpo, variando
sua estrutura de acordo com a sua funcao especifica, entre as quais incluem a
protecdo contra agentes externos, sensacao (frio, calor, dor, pressao), termo
regulacao, secrecdo de lipideos entre outras (CHORILLI; 2007) O padrao
histologico da pele pode ser definido a partir das trés camadas que a
compdem: epiderme, derme e hipoderme.

A epiderme é um epitélio de revestimento e encontra-se firmemente
acoplada ao tecido conjuntivo subjacente do qual recebe suporte, a derme.
Abaixo da derme reside um tecido conjuntivo frouxo, a hipoderme, que contém
gordura (BARBOSA; 2011).
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Figura 3.3 - Principais estruturas e camadas da pele
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A absorcao de farmacos na pele é afetada por varios fatores como:
Espessura, temperatura, grau de hidratagdo, concentragao, fluxo sanguineo,
limpeza da pele, integralidade do principio cérneo, raga, pH na superficie da
pele, numero de foliculos pilosos. (WOKOVICHet al 2006; SILVA, 2010)

Alguns autores como Ansel, Popovich e Allen (2000) e Simonsen,
Petersen e Groth (2002), elencam ainda alguns outros fatores de importancia
no mecanismo de absorcao de farmacos pela pele, entre eles podemos citar:

A concentracdo do farmaco, a quantidade de farmaco que permeia a
pele por unidade de superficie de area por intervalo de tempo aumenta medida
que a concentragdo do farmaco no veiculo também aumenta; O tempo e
intensidade de massagem, o tempo e a intensidade do massageamento ou
friccdo na aplicacao tépica tem relagédo direta com a quantidade de farmaco
absorvida, logo, quanto maior o periodo e a intensidade de friccdo, maior a
absorcdo; Local de aplicacdo, a permeabilidade cutanea parece ser maior
quando o medicamento é aplicado a pele que possui uma camada cérnea fina;
Area de aplicagdo, quanto maior for a area de aplicacdo maior sera a
quantidade defarmaco absorvida pela via cutanea.

A industria farmacéutica em conjunto com instituicbes publicas e
privadas em todo o mundo realizam pesquisas com o intuito de possibilitar
condutas terapéuticas eficientes, com resultados clinicos rapidos e
seguros.BRANDAN, (2009); SILVA,(2010).0 desenvolvimento de formulagées

transdérmicas é uma estratégia interessante para o transporte de diversas
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classes de farmacos, tanto hidrofilicos quanto lipofilicos, representando uma
alternativa para superar aspectos relacionados as caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodindmicas de diversos medicamentos quando
utilizados por outras vias.TEICHMANN, (2007); SILVA,(2009).

Através da utilizacdo da via transdérmica algumas vantagens
farmacocinéticas sao auferidas em relacdo a outras vias de administracao.
Evita-se 0 metabolismo de primeira passagem hepatica, comum para farmacos
administrados pela via oral, o qual € o responsavel por diminuir a
biodisponibilidade e degradar diversos farmacos. No tocante ao uso da
apitoxina como anti-inflamatério na substituicdo da terapia com uso de
medicamentos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) administrados por via
oral, podem-se evitar efeitos secundarios, como nauseas, dispepsia, diarreia,
constipacéo, ulceracao e sangramento na mucosa. SILVAet al.(2010), trazendo
ganhos enormes para a saude do usuario, além de possuir facil
administragéo,ser indolor € ndo invasiva, aumentando a adesédo do paciente a
terapiaSWART (2005); BADRAN(2009).

A estabilidade é um parametro de validacao pouco descrito em normas
de validacdo de metodologia analitica (VILEGAS & CARDOSO,2007), mas
necessario para assegurar a qualidade de um produto, desde a fabricacédo até
a expiracdo do prazo de validade. Variaveis relacionadas a formulagdo, ao
processo de fabricacdo, ao material de acondicionamento e as condi¢des
ambientais e de transporte, assim como cada componente da formulacéao seja

ativo ou nao, podem influenciar na estabilidade do produto (ISAC et a/,2009).

3.9 GEIS

Os géis sao sistemas semissolidos que consistem em dispersbées de
pequenas ou grandes moléculas em veiculo liquido que adquire consisténcia
semelhante a geleias pela adicdo de um agente gelificante (ANSEL;
POPQOVICH; ALLEN 2000), pode-se ainda conceitua-los, como preparacdes
semi-sélidas compostas de particulas coloidais que ndo se sedimentam,
ficando dispersas.
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Geralmente, as substancias formadoras de géis sdao polimeros que
quando dispersos em meio aquoso assumem conformacdo doadora de
viscosidade a preparagédo. Polimeros sdo basicamente substancias de alto
peso molecular, também conhecidas como macromoléculas, provenientes do
encadeamento de moléculas menores (CORREA, 2005).

De acordo com as caracteristicas do polimero, os géis podem
apresentar natureza ndo iénica ou ibnica, os de natureza nao idnica possuem
estabilidade em ampla faixa de pH, tornando-se possivel a veiculagdo de
substancias de carater acido, ja os de carater i6bnico sdo pH dependentes, ou
seja, apresentam-se estaveis em pH neutro ou préximo de neutro (CORREA,
2005).

Os géis hidrofilicos tém sido muito utilizados como base dermatoldgica,
pois apresenta facil espalhamento, ndo sdo gordurosos e podem veicular
principios ativos hidrossoluveis e lipossomas, sendo mais indicados para
pessoas que possuem pele oleosa e mista (CORREA, 2005).

3.10 EMULSOES

Emulsbes sao preparacées farmacéuticas de aspecto leitoso com
caracteristicas de um sistema disperso de duas fases liquidas. Trata-se de um
sistema de pelo menos duas fases imisciveis ou praticamente imisciveis. De
acordo com a hidrofilia ou lipofilia da fase dispersante, estes sistemas
classificam-se em éleo em agua (O/A) ou agua em 6leo (A/O)um disperso no
outro na forma de goticulas microscopicas, representando uma fase organica
apolar, e outra polar, respectivamente (CALDERON; SCHIMITT; BIBETT
2007).

Farmacotecnicamente, a Emulsdo devera ser nao irritante, ndo se
degradar e ser compativel com principios ativos e aditivos especiais; ou seja, 0
produto farmacéutico devera ter estabilidade (CARMINI; JORGE, 1989).

3.11 ESTABILIDADE PRELIMINAR E ESTABILIDADE ACELERADA
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Estabilidade de um farmaco é conceituada como o tempo durante o qual
o farmaco mantem sua integridade em termos de qualidade, quantidade e
identidade quimica (LACHMAN; DELUCCA, AKERS; 2001).

O estudo de estabilidade é de vital importancia para padronizagao de
produtos fitoterapicos, pois uma perda de estabilidade acarretaria alteracoes
em trés requisitos essenciais para o funcionamento de um farmaco: qualidade,
eficacia e segurancga. A estabilidade mostra o tempo pelo qual o farmaco retém
sua integridade e pode ser afetada por fatores como temperatura, pH,
luminosidade e ar (FERREIRA; SOUTO; 2007).

Os testes de estabilidade devem contemplar as zonas climaticas onde o
produto esta sendo comercializado, o Brasil situado na zona climatica IV onde
as condicdes de temperatura e umidade relativa estabelecidas sédo de 40 °C +
2 °C e 75% * 5°C em estudo acelerado de seis meses (RECHIA, 2010; WHO,
1996, BRASIL, 2005).

A Estabilidade Preliminar, também conhecido como teste de triagem ou
de curto prazo,tem como objetivo auxiliar e orientar a escolha das formulagdes.
Este estudo consiste em submeter as amostras a condicbes extremas de
temperatura e realizar os ensaios em relacao aos varios parametros de acordo
com a forma farmacéutica utilizada, € um teste realizado na fase inicial do
desenvolvimento do produto, utilizando-se diferentes formulagdes de
laboratério e com duracdo reduzida. Emprega condicdes extremas de
temperatura com o objetivo de acelerar possiveis reacdoes entre seus
componentes e o surgimento de sinais que devem ser observados e analisados
conforme as caracteristicas especificas de cada tipo de produto (BRASIL,
2004).

Ap6s a avaliagdo da estabilidade preliminar, as formulagdes serao
submetidas ao teste de Estabilidade Acelerada, também conhecida como
Estabilidade Normal ou Exploratéria que tem como objetivo fornecer dados
para prever a estabilidade do produto, tempo de vida util e compatibilidade da
formulagcdo com o material de acondicionamento(BRASIL, 2004).

Este teste emprega geralmente condicbes menos extremas que o teste
anterior, Serve como auxiliar para a determinacdo da estabilidade da
formulacdo. E um estudo preditivo que pode ser empregado para estimar o

prazo de validade do produto, Podendo ainda ser realizado quando houver
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mudancas significativas em ingredientes do produto e ou do processo de
fabricacdo, em material de acondicionamento que entra em contato com o
produto, ou para validar novos equipamentos ou fabricacdo por
terceiros(BRASIL, 2004). Durante ambos os testes serdo avaliados parametros
fisico-quimicos como: Espalhabilidade, pH, Viscosidade e caracteres

organolépticos.
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4.MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENGAO DA MATERIA PRIMA

A apitoxina utilizada neste trabalho foi coletada no apiario El-
Shaday,Assentamento Rosario, Agrovila Canudos do municipio de Ceara
Mirim-RN,sob responsabilidade do apicultor Joaz Fereira da Silva. Para a
coleta da amostra adotou-se o método de choques elétricos através de
eletrodos de ago inox conectados a uma bateria e 1aminas de vidro posicionado
no alvado da colmeia, que retém a apitoxina apds a picada da abelha. Esta
técnica é utilizada desde meados dos anos 50, em virtude de permitir a
extragdo do veneno, preservando a vida da abelha, ointervalo entre as coletas
no apiario é de oito dias(GRAMACHO; MALASPINA; PALMA 1992).

Para a obtencdo da apitoxina, os coletores foram posicionados na
entrada de cadacolmeia e conectados a parte elétrica de um equipamento
portatil desenvolvido pelo apicultor. Ao entrar na colmeia, a abelha pousa sobre
a placa de vidro e recebem um impulso elétrico, e na tentativa de se defender
reagem ferroando a placa de vidro, e nela depositam o veneno.A coleta da
apitoxina no apiaro em estudo segue ilustrada na Figura 4.1.

Figura 4.1 - Coleta nas colmeias do apiario El-Shadai

Fonte: Autoria propria

Apo6s o processo de coleta da apitoxina no apidrio em estudo, se faz

necessario um beneficiamento do produto para sua posterior comercializacao.
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Assim, a apitoxina coletada é classificada,em dois tiposdistintos de acordo com
o seu beneficiamento, em apitoxinatipo 01 referida ao material retidonas placas
de vidro raspadas com laminas apés sua desidratacdo natural pronta para ser
comercializada (Figura 4.2) e apitoxina tipo 02 retirada do acumulo nas valetas
coletoras a qual necessita ser beneficiada por meio de lavagem com agua
destilada na proporcéo de 3 mL de agua a cada grama de apitoxina utilizada. A
solugéo resultante é entao filtrada em papel de filtro qualitativo edesidratada
em temperatura ambiente (aproximadamente 30 °C).

Figura 4.2 - Beneficiamento da apitoxina tipo 01 desidratada nas placas de
coleta

Fonte: Autoria propria

O material foi coletado no apiario e transportado em caixas isotérmicas
ao Laboratério de Tecnologia de Origem Animal e demais Laboratérios do
Centro de Ciéncias e Tecnologia Agroindustrial da Universidade Federal de
Campina Grande, campus Pombal- PB, para realizagdo das analises
especificas.

4.2 CARACTERIZACAO PROTEICA DA APITOXINA

A principal hip6tese deste estudo foi identificar se a apitoxina
beneficiada, denominada tipo 02, possui a mesma quantidade de proteinas que
a apitoxina denominada de tipo 01. Para isto o teor de nitrogénio total foi
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determinado pelo método de Micro-Kjeldahl, utilizando-se o fator 6,25 para
transformacdo do nitrogénio total em proteinasconforme recomendado
pelaAOAC (1992).

As amostras de apitoxina(tipo 01 e 02) foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida, sistema PAGE-SDS-23Me, realizado conforme
metodologia descrita por Laemmli (1970) adaptado para o uso de géis de
separacdo em placas (10 x 10x 0,1 cm) (marca Kasvi).

O gel de aplicagdo contendo 6% de poliacrilamida foi montado em
tampao Tris-HCI 0,6 M, pH 6,8 e SDS a 1,0% (p/v). O gel de separagao, com
gradiente de 15% de poliacrilamida, foi montado em tampéao Tris-HCI 3,7 M, pH
8,9 contendo SDS a 1,0%.A corrida eletroforética foi realizada a voltagem
constante de 200 V. Apoés a eletroforese, o gel foi corado durante 12 horas com
CoomassieBlue Brilliant R-250 a 0,05% preparado em metanol, acido acético e
agua (1:3,5:8, v/v/v) com descoramento do gel e visualizacdo das unidades
proteicas com metanol, 4cido acético e agua (1:3,5:8, v/v/v).

O gel corado foi fotografado em scanner e a imagem obtida processada
através do software Image J(IMAGEJ, 2015). O resultado expresso em grafico
com picos em série, sendo cada pico correspondente a uma subunidade
proteica separada. O numero de graficos dispostos no espaco cartesiano dos
eixos X (distancia percorrida) e Y (densidade ética) corresponderam ao numero
de produtos aplicados no gel. A distancia de cada pico nas amostras foi usada
para obter o peso molecular a partir da calibracdo com padrdes de pesos
moleculares 26,6, 17, 14,2, 6,5, 3,49 e 1,06kDa (M 3546, SIGMA — Molecular
WeightMarker, Ultra Low Range for SDS-PAGE) e a area referente aos picos
foi usada para obter o conteudo relativo de cada subunidade proteica na
mistura de proteinas revelada no gel.

4.3CITOTOXICIDADE FRENTE ARTEMIA SALINA LEACH DA APITOXINA

O bioensaio frente Artemia salina L. foi baseado na técnica descrita por
Meyer et al. (1982), utilizando como solugdo salina uma mistura de agua do
mar e agua destilada (1:1), onde os ovos do microcrustaceo (0,2 g) foram
incubados de 24 a 48 horas em gaiola construida com tela para impedir a
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entrada de insetos, aeracao e incidéncia direta de luz como apresentado na
Figura 4.3.

Figura 4.3 - Analise da citotoxicidade frente Artemia salina L. (A) Gaiola para
realizacdo da analise; (B) incidéncia direta da luz para eclosao dos naupilos

Fonte: Laboratério de Tecnologia de Graos e Cereais (CCTA/UFCGQ)

Ap6s a eclosao, 10 naupliosforam transferidas para tubos de ensaio
contendo 5,0 ml de agua salina a 3,5%, obtida através da mistura (1:1) entre
agua do mar e agua destilada, com diferentes concentracdes da apitoxina tipo
01 e 02. As amostras foram submetidas a iluminacao artificial durante 24 horas,
apos este periodo foram contabilizadas as larvas vivas e mortas. O
experimento foi realizado em triplicata para cada concentracédo estudada (2500,
1250, 250, 150, 62,5, 31,2 e 0 ug/mL).Para obtencao dos valores da dose letal
para 50% da populagcdo de larvas (DLsg) foi utilizada a analise PROBIT
(FINNEY, 1962), através do software BioStat® 2009, com 95% de confianca.

O critério de classificacdo frente Artemia salinaLeach com base nos
valores encontrados na DL50 foi definido por Dolabella (1997), sendo
estabelecido como DL50 < 80 pg/mL, produto altamente téxico; DL50 entre 80
a 250 pg/mL, produto moderadamente téxico; e DL50 = 250 pg/mL, produto

levemente téxico ou atodxico.

4.4 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MIiNIMA (CIM)

As cepas teste utilizadas foram de Salmonella thyphimurium (ATTCC-
14028),E. coli (ATCC-8739) e Salmonella enteritidis (ATTCC-1307G) as quais
foram doadas pela Fiocruz (Rio de Janeiro — RJ).
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A determinacado da CIM foi realizada apenas na amostra da apitoxina
tipo 01, utilizada para comercializacao pelo apiario em estudopor meio da
técnica de macrodiluicdo em caldo nutriente acrescidos de 0,15% de agar
bacteriolégico, suplementadas com concentragées crescentes de apitoxina,
sendo posteriormente adicionado 1mL do in6culo da cepa teste. O sistema foi
incubado de 35 a 37 °C por 24 horas. Ao término do periodo de incubacao a
mais baixa concentragdo (mais alta diluicdo) que ndo apresentou crescimento
microbiano visivel (turvacédo) foi considerada como a concentracao inibitoria
minima (NCCLS, 1997).

4.5 INCORPORAGCAODA APITOXINA A BASE FARMACOLOGICA

A apitoxina tipo 01, utilizada para comercializagéo, foiincorporada em
duas bases farmacéuticas, um Gel Carbopol 940®e uma Emulsdo Anibdnica,
manipulados no Laboratério de semissélidos da empresa Medicamentos
Associados LTDA no municipio de Sousa-PB.

As emulsdes anibnicas foram preparadas a partir dos componentes da
fase oleosa (Lanette N 20%, Cetiol V 10%) e da fase aquosa (Sorbitol 10%,
Phenonip 0,5%, EDTA dissodico 0,2%, BHT0,05%, Agua destilada g.s.p. 100g
de produto) onde foram fundindo a 75 °C, em banho Maria, a fase O (oleosa)e
a fase A(aquosa) separadamente com agitagdo manual constante. Apds o
tempo necessario para as duasfasesatingirem a mesma temperatura, a fase
aquosa foi vertida sob a fase oleosa e manteve-se agitacdo em banho-maria
por mais 10 minutos para retirada do produto e seu posterior resfriamento. A
emulsdao formada foi deixada em repouso por 24 horas, em temperatura
ambiente.

O gel carbopol 940® foi manipulado solubilizando-se os componentes
(Metilparabeno 0,2%, propilparabeno 0,2%, EDTA 0,1%, Glucam E 20®,
Carbopol 940® 2,0%, Germal 115® 0,1%, Agua destilada g.s.p 100g de
produto) em agua destilada no banho-maria a 70 °C até sua incorporagao sob
agitagdo em velocidade moderada até a completa dispersdo. Na sequencia, a
temperatura foi reduzida a 40 °C e adicionado o Germall® (conservante) com
posterior ajuste do pH para 6,5 com trietanolamina.
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A apitoxina foi solubilizadaem agua destilada e incorporada na
concentracao de 0,1% em ambas as formulagdes e acondicionadas durante o
processo em embalagens plasticas em polipropilenopreviamente higienizadas,
a fim de que a sua estabilidade seja avaliada segundo protocolos da Agencia
Nacional de Vigildncia Sanitdria — ANVISA(BRASIL, 2004). O material
empregado nos ensaios foi manipulado em um unico lote, usando os mesmos
insumos, para rechacar a possibilidade de interferéncia na estabilidade das
formulagdes devido a possiveis diferencas entre os insumos utilizados.

4.6 TESTES DE ESTABILIDADE

4.6.1Teste de Centrifugacéo

As formulacdes de apitoxina a 0,1% em gel carbopol 940 e emulséo
anidénica foramsubmetidas preliminarmente a centrifugacdo na velocidade de
1.169 g (3.000 RPM) durante 30 minutos, utilizando a centrifuga modelo ct
5.500d (marca Cientec), com o objetivo de verificar uma possivel instabilidade
inicial (BRASIL, 2004).

4 6.2 Estabilidade Preliminar

As formulagbes em teste foram submetidas a condigbes de estresse
visando acelerar o surgimento de possiveis sinais de instabilidade, as amostras
foram expostas a aquecimento em estufa a 40°C (+ 2°C) e resfriamento em
refrigeradora 5°C (+ 2°C) em seis ciclos alternados gelo-degelo durante 12
dias, onde foram avaliados parametros organolépticos de aspecto, cor e odor,
bem como parametros fisico-quimicos como o pH e a viscosidade, ambos no
inicio e final do experimento, os quais foram ser apresentados como média
aritmética dos valores obtidos dos testes realizados em triplicata(BRASIL,
2004).
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4.6.3Estabilidade Acelerada

Os testes foram realizados durante 90 dias, em algunscasos, a duragao
deste teste pode ser estendida por seis meses ou até um ano, dependendo do
tipo de produto. As amostras de gel e emulsdo do mesmo lote foram
fracionadas em trés embalagense acondicionadas simultaneamente em estufa
a 40°C (x2°C), refrigerador a 5°C (£2°C) e temperatura ambiente(+ 25 °C) com
exposicdoa radiacdo luminosa. Durante o experimento, as analises foram
realizadas inicialmente no tempo 1 (24Hs), e no15°, 30° e 60° e 90° dias, onde
foram avaliados os caracteres organolépticos de aspecto, cor e odore 0s
parametros fisico-quimicos de pH, viscosidade e espalhabilidade. Foram
mantidas amostras padrao em temperatura ambiente e ao abrigo da luz para
efeitos comparativos(BRASIL, 2004).

4.7PARAMETROS AVALIADOS NO ESTUDO

4.7.1 Caracteristicas Organolépticas

A avaliagdo da cor, aspecto e odor, constituem o método mais simples
para verificar a qualidade e guardam relacdo com a qualidade e integridade dos
produtos. Adicionou-se uma aliquota de cada amostra em vidro de reldgio,
analisando-as sobre fundo branco em comparacao aos padrées (base sem a
incorporacao da apitoxina). O aspecto e a cor foram avaliados visualmente e o
odor através do olfato (BRASIL, 2004).

4.7.2 Determinacgéo do pH

A determinagéo do pH foi realizada através da utilizacdo do pHmetro de
bancada digital da marca Gehaka,modelo PG 2000, calibrado com as solu¢des

padroes do proprio fabricante. O eletrodo foi introduzido diretamente na
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amostra a temperatura ambiente de (25°C) para verificagdo do potencial
hidrogenionico da formulacdo. Este teste foi realizado em ftriplicata para cada

amostra no seu respectivo tempo de armazenamento.

4.7.3Determinacao da Viscosidade Aparente

A determinacdo da viscosidade foi realizada através da utilizacdo do
viscosimetro rotacional BROOKFIELD modelo LVT, no qual a amostra é
medida por velocidade de rotacdo de eixos metdlicos (spidle) inseridos na
amostra. Aproximadamente 250g de cada formulag&o foram acondicionadas
em embalagens plasticas para leitura da viscosidade.Utilizou-se o spidle LV4 e

este foi inserido na amostra a uma rotacao de 0,3 rpm durante 3 minutos.

4.7 .4Espalhabilidade

Para a avaliagdo daespalhabilidade utilizou-seum aparato composto por
uma placa suporte de vidro sob uma folha de papel milimetrado e uma placa
molde circular de vidrocom 20 cm de didmetro, 0,2 mm de espessura e com
orificio central de 1,1 cm de didmetro o qual serve para marcar o local para
colocar a amostra(STULZER; GONCALVES; FERREIRA 2006);(BORGHETTI;
KNORST, 2006).

As amostras foram introduzidas no orificio do molde na quantidade de
1g. O molde, ent&o,foiretirado e sobre a amostra colocada uma placa de vidro
com um pesos padronizados de 200 e 500g, onde apés um minuto da adicao
de cada Placa, calculou-se o didmetro em duas dire¢des diferentes, por meio
do papel milimetrado. A area de espalhabilidade foi calculada a partir da
equacgao 4.1:

Ei=d’xm
4

Onde: Ei= Espalhabilidade da amostra para o peso i (mm?); d = diametro
médio (mm).
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5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO PROTEICA DA APITOXINA

A partir da técnica desenvolvida pelo apicultor responsavel do apiario em
estudo ha um incremento no rendimento da coleta da apitoxina em torno de
40%, o que representara um ganho financeiro substancial para os apicultores.

A apitoxina tipo 02, antes e apds o processo de beneficiamento,
estaapresentada na Figura 5.1, e sdo visualmente distintas apresentando
coloragdes diferenciadas.

Figura 5.1 - Apitoxina tipo 02 antes (A) e apos (B) ao beneficiamento

Fonte: Arquivo Apiério El — Shaday

Pode-se observar que ap6s o beneficiamento na figura 5.1 a apitoxina,
antes de coloracdo escura, passa a apresentar coloracdo branca clara, com
diminuicdo de impurezas apresentando caracteristicas sensérias proprias do
produto.

As amostras de apitoxina foram comparadas com relagao ao seu teor de
proteinas e aapitoxina tipo 01 apresentou 77,83% (x 0,93) de proteinas,
enquanto a apitoxina tipo 02 apresentou 51,87% (x 0,56) de proteina, essa
redugdo no teor proteico possivelmente se deu pela presenca de impurezas
ainda presente na amostra ap6s o processo de beneficiamento realizado no
apiario.
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A analise de eletroforese das proteinas da apitoxina tipos 01 e 02 estéao
apresentadas na Figura 5.2.

Figurd 5.2 -Andlise eletroforética em sistema PAGE-SDS-23Me das proteinas
presentes nos tipos 01 e 02 de apitoxina coradas em (A) Comassie e em (B)
nitrato de prata (Legenda: Faixas C e F — apitoxina tipo 01; faixas D e G —

apitoxina tipo 02; Faixas A e E — padréo sigma e Faixa B — albumina bovina)

< 1
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Foi possivel observar a partir das unidades reveladas no gel que quando
corado com o corante ComassieBrilhant Blue (Figura 8 A) algumas bandas nao
apareceram expressivamente como quando corado com nitrato de prata
(Figura 8 B). Sendo assim, utilizou-se o gel corado com o nitrato de prata para
realizacdo da analise densitométrica.

As bandas de polipeptidios reveladas, mais e menos proeminentes, dos
produtos também sao indicadas através da Figura 5.3, relacionadas a anélise
densitométrica, em que o0s picos representam as subunidades proteicas
separadas, apresentandoas caracteristicas de mobilidade eletroforética das
proteinas constituintes dos produtos analisados mais perceptiveis.
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Figura 5.3 - Analise densitométrica da eletroforese em gel de poliacrilamida,
em sistema PAGE-SDS-2BMe das proteinas presentes nos tipos 1 e 2 e
padrdes
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A partir do gréafico apresentado na Figura 9, observa-se que a apitoxina
apresenta o mesmo perfil proteico, independente do processo de extragao.
Porém, na apitoxina tipo 02, que é obtida através de um processo de

beneficiamento diferenciado, apresenta a diferenca de uma unidade que néo se
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revelou neste produto. Podemos observar também, que as fracdes de menores
pesos moleculares se apresentam bem pronunciadas indicando a presenca da
melitina, correspondente a quase 50% das proteinas da apitoxina e que neste
caso, apresentou quantidades reveladas bem semelhantes nos dois tipos
estudados.

Os dados representados na Tabela 5.1, referentes aos pesos
moleculares e indices percentuais das unidades polipeptidicas reveladas,
foram obtidos a partir da analise densitométrica.No geral, foram observadas
pequenas diferencas qualitativas nos perfis apresentados.

Tabela 5.1 - Unidades polipeptidicas reveladas (kDa) nas apitoxinas tipo 01
e02

Unidades Distribuicao e Conteudo revelado (%)
Reveladas (KDa)

Apitoxina tipo 1 Apitoxina tipo2
119,43 2,80 3,01
75,73 2,26 2,26
40,99 7,34 11,70
16,81 1,22 ]
14,2-10 32,87 32,85
Menor que 10 53,52 50,18

Observamos que na faixa de peso molecular inferior a 10KDa, na qual
encontra-se numerosos polipeptidios como a apamina, mas com ampla
predominancia da melitina (MAIA, 2012), as amostras de apitoxina avaliadas
apresentaram resultados bem semelhantes, 53,52% na apitoxina tipo 01 e
50,18% na apitoxina tipo 02, indices de suma importancia, visto que a melitina
€ considerada um marcador de qualidade da apitoxina. Acima de 10 KDa
ocorrem diversas enzimas, como a fosfatase acida, a - glucosidase,
estearases, outras substancias como a adolapina, inibidor da protease, mas o
predominio é da fosfolipase A2, que representa cerca de 12% da base seca do
veneno,segundo alguns autores, este numero pode variar de 1,8 a 27,4% p/p,
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sendo geralmente maiores nas abelhas africanas que nas europeias,seguida
pela hialuronidase com cerca de 2% (MAIA, 2012).A eletroforese das amostras
do apiario El-shadai também demonstraram valores bem proximos com a

diferenca de um pico proximo a 16 Kda que nao se revelou na apitoxina tipo 02.

5.2 TOXICIDADE FRETE A ARTEMIA SALINA

Estdo representados na Tabela 5.2 e 5.3, a mortalidade (numero de
individuos mortos) e a taxa de mortalidade (numero de individuos mortos
comparados com o total de individuos na amostra) de Artemia salina L. nas
concentracdes testadas para a avaliacdo toxicolégica da apitoxina tipo 01 e
apitoxina tipo02 consecutivamente.

Tabela 5.2 - Mortalidade e taxa de Artemia salina L. nas concentracdes

testadas para a avaliagcéo toxicoldgica da apitoxina tipo 01

Concentracao da amostra Taxa de Mortalidade
Mortalidade
(Hg/mL) (%)
2500 9,33+0,58 93,3
1250 9,00 +1,73 90,0
250 1,67 +2,89 16,7
125 2,67 £ 3,06 26,7
62,5 2,67 £ 0,58 26,7
31,25 0,00 £ 0,00 0
0 0,00 + 0,00 0

Tabela 5.3 - Mortalidade e taxa de Artemia salina L. nas concentracoes
testadas para a avaliacao toxicolégica da apitoxina tipo 02

Concentracao da amostra ] Taxa de Mortalidade
Mortalidade
(ug/mL) (%)
2500 10,00 £ 0,00 100,0
1250 10,00 £ 0,00 100,0
250 6,00 + 4,58 60,0
125 6,00 2,08 60,0
62,5 5,33 + 2,31 53,3
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31,25 2,00+£1,73 20,0
0 0,00 £ 0,00 0

Comparando os valores obtidos nas Tabelas 5.2 e 5.3 temos que a
apitoxina tipo 2 apresentou taxa de mortalidade a partir da concentracao de
31,25 pg/mL de amostra, enquanto a apitoxina tipo 01 s6é apresenta taxa de
mortalidade a partir da concentracao de 62,5 ug/mL de amostra, sendo essa
taxa superior a 50% a partir da concentragao de 1250 pg/mL de amostra.

No ensaio de toxicidade sobre Artemia salina L. os indices de
mortalidade variaram entre 0e 93,3%, A apitoxina 01 apresentou DLsy de
962,60 pg/mL e a apitoxina 02 DLsy de 154,82 ug/mL como apresentado na
Tabela 5.4

Tabela 2.4 - Valor de DLsy calculados para apitoxina tipo 01 e 02 com

respectivos limites de confianga

Amostra DLso (ug/mL)
Apitoxina 01 962,60 (limite inferior 603,46 - limite superior 1321,74)
Apitoxina 02 154,82 (limite inferior -272,09 — limite superior 581,74)

Segundo Siqueiraet al. (2001) e Moreiraet al. (2003),para produtos
bioativos, um valor de DL50 acima de 500 pug/mL é considerado como um
produto de baixa citotoxicidade e valores abaixo de 50,02 pg/mL como um
produto citotdxico, logo de acordo com esta classificacao, a apitoxina 01 pode
ser considerada um produto de baixa citotoxicidade com a DLsy de 962,60
Hg/mL e a apitoxina 02, apesar de apresentar um resultado que demonstra
uma maior toxicidade, 154,82 pg/mL, ainda nao & considerado um produto
toxico.

Deve-se ser levada em consideracdo na avaliacdo do resultado da
apitoxina 02 a possivel presengca de impurezas, como metais, oriundas da
raspagem das hastes do coletor no apiario. Sugere-se que a metodologia de
beneficiamento deste produto seja acompanhada para diminuir as impurezas
nele contido e assim, conseguir um maior rendimento do produto ao apicultor.
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5.3 CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA (CIM)

A Tabela 5.5 apresenta a atividade antimicrobiana in vitro da apitoxina
tipo 1 frente as cepas de E. coli, S. enteritidis e S. typhi.

Tabela 5.5 -Concentracao Inibitéria Minima(CIM) da apitoxina tipo 01 frente E.
coli, S. enteritidis e S. typhi.

Concentracoes testadas (%)

Cepas
Controle 0,02 0,03 0,06 0,13 0,25 0,50 1,00 CIM
E. coli + + + + + + + - 1%
Salmonella
. + + + + + + - 1%
enteritidis
Salmonella
typhi + + + + + + - 1%

*Sinais positivos (+) indicam crescimento microbiano nas respectivas concentragdes;**Sinais negativos

(-) indicam inibi¢do do crescimento microbiano nas respectivas concentragcdes

Os resultados evidenciaram crescimento bacteriano de todas as cepas
em concentragfes inferiores a 1,00%, sendo esta a Concentragdo Inibitéria
Minima da apitoxina tipo 01 (comercial) in vitro. Leandroet al. (2015)testaram a
apitoxina in natura, apitoxina comercial e os componentes da apitoxina de
forma isolada frente a cepas de microrganismos responsaveis pela
contaminacdo da cavidade oral, S. salivarius, E. faecalis ; L. casei, S.
sanguinis, S. sobrinus, S. mitis, S. mutans.Tanto apitoxina in naturaquanto a
comercial inibiram o crescimento bacteriano em concentracées minimas de 20
ug/mL (0,2%), os organismos contaminantes da cavidade oral mostraram-se
mais sensiveis a apitoxina quando comparados aos testados deste estudo.

Ja o estudo realizado por Felicee Pandim (2012) mostrou resultados
iguais com as mesmas cepas testadas, a solugcdo de apitoxina a 1% exerceu
um efeito bactericida em E. coli e S typhina concentragdo de 0,62 mg/mLe

ainda em outros microrganismos gram positivos e gram negativos.
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5.4 TESTES DE CENTRIFUGAGAO E ESTABILIDADE PRELIMINAR

As amostras das duas formulagbes de apitoxina a 0,1 %, Emulséo
Anidnica e Gel carbopol 940°, foram submetidas ao teste de centrifugacédo
durante 30 minutos e ambas as formulagdes permaneceram estaveis apos a
analise caracterizando que nao houve alteragdes aparentes na incorporacao
deste principio ativa as bases escolhidas.

Em seguida foram realizados testes de estabilidade preliminar, os quais
os resultados podem ser observados na Tabela 5.6. As amostras submetidas
as analises nao apresentaram sinais de instabilidade e foram consideradas

aptas para realizacédo dos ensaios de estabilidade acelerada.

Tabela 5.6 - Resultado dos testes de estabilidadepreliminar

Bases utilizadas
Parametros Avaliados Gel Carbopol

Emulséo anidnica 940°

Caracteristicas Organolépticas

Inicial Padrao Padrao
Final Padrao Padrao
Ph

Inicial 6,70 (x0,10) 6,40 (+0,20)
Final 6,60 (+0,20) 6,50 (£0,20)
Viscosidade

Inicial 153 350
Final 152 348

P — Padrao/M — Modificado/IM — Intensamente Modificado
Viscosidade em Poise (P)

Observamos na Tabela 5.6 que os caracteres organolépticos
mantiveram-se inalterados no inicio e final do teste de estabilidade preliminar,
apresentando-se de acordo com o padrao (P) especificado no inicio do estudo.

O pH das formulagdes variou menos de 10% entre o inicio e final dos
testes mantendo-se na faixa compativel com o pH da pele, resultado
semelhante foi observado pela viscosidade das formulacées em estudo que
também nao apresentou variagdo que sugerisse algum sinal de instabilidade de
ambas as formulagoes.
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5.5 TESTES DE ESTABILIDADE ACELERADA

5.5.1 Caracteres Organolépticos

As formulacdes de apitoxina, Gel carbopol 940® e a Emulsdo Anidnica,
foram analisados frente a padrdes (controle sem a incorporacao da apitoxina)
armazenados em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.Osresultados
expostos na Tabela 5.7e classificados em: (P) semelhante ao Padrdo, (M)

modificado, (IM) intensamente modificado.

Tabela 5.7 - Resultado das caracteristicas organolépticas das formulagées em

estabilidadeacelerada

Bases utilizadas

Temperaturas Avaliados Gel
Emulsao Anionica Carbopol940®

Inicial
5°C P P
25°C P P
40 °C P P
Final
5°C P M
25 °C P P
40 °C M

Legenda: P — Padrdo/ M — Modificado/ IM — intensamente modificado

As amostras mantidas a temperatura ambiente permaneceram
inalteradas durante todo o periodo de estudo da estabilidade (90 dias).A
emulsdo anibnica conservada a 5°C também nao demonstrou sinais de
instabilidade mantendo inalterados seus caracteres organolépticos durante os
noventa dias de andlises. Entretanto, a emulsdo Anionica mantida a 40°C
apesentou alteracdo na cor, intensa separacao de fases, goticulas de agua e
tom amarelado apds o sexagésimo dia de andlise, perdendo o seu aspecto
homogéneo, evidenciando sinais de instabilidade, como observamos na Figura
5.4. Zaninet al. (2001),estudaram os paréametros fisicos da estabilidade das
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emulsdes inertes, ou seja, sem nenhum principio ativo incorporado. No teste de
estabilidade acelerada, tanto a Emulsdo anibnica quanto a nao ibnica
acondicionadas em estufa a 50°C apresentaram perda de homogeneidade e
brilho, desvirtuando do produto inicial.

Figura 5.4—-Formulacdo da apitoxina com aEmulsdo anidénica conservada a

temperatura de 40°C (A) e Emulsdo aniénica padrao (B)

Fonte: Autoria prépria

A formulagdo com o gel Carbopol 940® mantido a temperatura de 40°C
apresentou uma moderada alteracdo na sua cor apresentando-se com tom
amarelado como pode ser visto na Figura 5.5, foto capturada no sexagésimo
dia de analise. Entretanto, manteve inalterado o odor e consisténcia, sem sinais

de separacao de fases.
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Figura 5.5 - Formulacdo da apitoxina com Gel carbopol 940%°conservado a

temperatura de 40°C (A) e Emulsdo aniénica padrao (B)

A B

Fonte: Autoria propria
A formulagdo com o gel Carbopol 940° acondicionado a 5°C revelou
uma suave alteracdo na sua coloragao, com leve tom amarelado, conservando

odor auséncia de sinais de separagao de fases (Figura 5.6).

Figura 5.6 - Formulacdo da apitoxina com Gel carbopol 940%conservado a
temperatura de 5°C (A) e Emulsao aniénica padrao (B)

Fonte: Autoria propria
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Em 2013, CORDEIROet al. relatou em seu estudo de estabilidade em
um gel dermatoldgico, formulado a partir do 6leo essencial de Gengibre em Gel
Carbopol 940%, no qual esse estudo de estabilidade acelerada apresentou a
partir do trigésimo dia de analises modificagées ndo significativas na coloragao
do gel, algo perfeitamente corrigivel com a adicao de conservantes. No que
concerne aos caracteres organolépticos, podemos afirmar que apenas a
emulsdo anibnica acondicionada a 40°C tornou-se instavel, as demais
amostras tiveram o comportamento esperado e mantiveram suas
caracteristicas organolépticas conservadas durante o periodo de avaliacao.

A emulsao anibnica conservada a 5°C também nao demonstrou sinais
de instabilidade mantendo inalterados seus caracteres organolépticos durante
0s noventa dias de analises.

5.5.2 Analise do pH

Na Tabela 5.8e Figura 5.7 apresentamos os valores do pH nas

formulagdes de apitoxina 0,1% em gel Carbopol 940°.

Tabela 5.8 - Variacao do pH da formulagéo de apitoxina 0,1% em gel Carbopol

940°®
Temperaturas Tempo
Avaliadas 1 dia 15dias  30dias 60dias 90 dias
5°C 6,812+0,2 6,712+0,3 6,422+0,1 6,322 +0,2 6,342+0,2
25 °C 6,812 +0,2 6,422+0,2 6,64°+0,1 6,212+0,1 6,702+0,2
40 °C 6,812+0,2 6,332+0,2 6,40%+0,3 6,212+0,1 6,822+0,2

Resultados expressos através da média + desvio padrdao em triplicada.
Letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Turkey a 5% e
significancia.
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Figura 5.7 - Variacao do pH nas formulagdes em Gel Carbopol 940 em fungao
do tempo e temperatura de acondicionamento

pH Gel de apitoxina

6,5
Temp. Ambiente
T ¢ == 5°C
-
=i—40°C
5,5

5 T T T T 1
1 15 30 60 90

Tempo (dias)

As condicbes de armazenamento avaliadas ndao apresentaram variacao
de pH superior a 10%, restringindo-se ao intervalo compreendido entre 6,21 e
6,81,resultados compativeis com o pH cutdneo (CORDEIRO, 2013).Cordeiroet
al. (2013)realizaramtestes de estabilidade acelerada em formulagcao contendo
Oleo essencial de gengibre em Gel Carbopol 940®, evidenciando oscilacdes
entre 5,7 e 7,1, ndo apresentando sinais de instabilidade.

Os resultados obtidos nas andlises das emulsGes anibnicas estdo

apresentados na Tabela 5.9 e Figura 5.8.

Tabela 5.9 -Variacao do pH da formulacao de apitoxina 0,1% em emulsao

anibnica
Temperaturas Tempo

Avaliadas 01 dia 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
5°C 6,422 +0,2 6,13*+0,2 6,31+0,2 6,222+0,2 6,61%+0,1
25 °C 6,42°+0,2 6,34°+0,2 6,212+0,1 6,00°+0,2 6,31°+0,2
40 °C 6,42°+0,2 6,32°+0,2 6,412+0,3 - -

(-) Excluido do teste por perda de estabilidade

Resultados expressos através da média + desvio padrao em triplicada.

Letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Turkey a 5% e
significancia.
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Figura 5.8 - Variagcdo do pH na Emulsdo de apitoxina a 0,1% em fungédo do

tempo e temperatura de acondicionamento
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N&o ocorreram alteracdes significativas em relagédo ao pH das emulsdes
aniénicas acondicionadas na temperatura ambiente, que teve o seu pH
compreendido entre 6,00 e 6,42, bem como naquela armazenada a 5°C que
apresentou valores minimos de 6,13 e maximo de 6,61 no nonagésimo dia, 0s
valores ndo apresentaram alteragéo superior a 10% sugerindo a ndo formacao
de compostos de degradacéo.

No entanto, a emulsdo aniénica acondicionada na temperatura de 40°C,
corroborando com os resultados obtidos nos testes organolépticos, apresentou
sinais de instabilidade a partir do 30° dia e foi excluida do teste.

Frange e Garcia (2009) avaliando a estabilidade fisica de uma emulséo
de Oleo de Oliva em &gua, observaram no estudo da estabilidade acelerada
uma ligeira alteracdo no pH dos sistemas acondicionados em estufa e
refrigerador o que € indicativo de instabilidade podendo representar uma

oxidacao da fase oleosa da emulséo.

5.5.3Anélise da Viscosidade

Os resultados obtidos na determinacao da viscosidade dos géis em suas
diferentes condi¢cées de armazenamentos seguem ilustradas na figura 5.9.
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Figura 5.9 - Variacao da viscosidade dos Géis de apitoxina a 0,1% em relacéao

ao tempo e temperatura de armazenamento
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A formulacdo de apitoxina a 0,1% manipulada em Gel carbopol 940° e
acondicionada a temperatura de 5°C foi aquela que a apresentou a maior
elevacdo de viscosidade entre as amostras analisadas, oscilando entre 346,0
Poise (P) no inicio dos testes e atingindo o valor de 565,3 P no nonagésimo dia
de andlise. O Gel carbopol 940%® acondicionado & temperatura ambiente
também apresentou elevacdo na sua viscosidade, porém de forma mais sutil,
ficando seus valores compreendidos entre 346,0 P no inicio dos testes, pico
maximo de 489,7 P no trigésimo dia de analises e retornando ao patamar de
408,3 P na ultima andlise realizada.

A amostra acondicionada a 40°C, como ja era esperado, apresentou
leve queda de viscosidade no decorrer dos testes, finalizando os mesmos com
uma viscosidade de 316,8 P. As amostras tiveram um comportamento dentro
da normalidade e mantiveram a viscosidade, mesmo aquela acondicionada a
40 °C, o que aponta para a boa estabilidade fisica da preparacdo em Gel
Carbopol®.

A Figura 5.10 apresentam os resultados Obtidos na Emulsdo Anionica
de apitoxina 0,1%.

59



Figura 5.10 - Variacao da viscosidade das Emuls6es anibnicas de apitoxina a

0,1% em relagao ao tempo e temperatura de armazenamento
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A amostra acondicionada a 5 °C manteve-se estavel durante todo o
processo, apresentando uma pequena variacao na sua viscosidade que variou
entre 150,0 P no primeiro dia de analise e 182,7 P no nonagésimo dia.

A amostra acondicionada em temperatura ambiente teve comportamento
semelhante aquela acondicionada a 5 °C apresentando pouca variagao entre a
afericao inicial e final, 150,0 P e 156 P respectivamente, tendo uma pequena
qgueda de viscosidade no trigésimo dia de analise atingindo o patamar minimo
de 109,0 P; mantendo-se, portanto estavel durante o periodo de testes de
estabilidade acelerada. A amostra de Emulsdo anidnica acondicionada a 40°C
apresentou sinais de instabilidade ao sexagésimo dia sendo portando excluida
dos testes a partir desta data.

5.5.4Espalhabilidade

Pela andlise da espalhabilidade percebem-se diferengcas de
comportamento entre as formulacbes influenciadas pelas condicbes de
armazenamento e pele natureza das bases utilizadas. Primeiramente é

possivel observar que nas trés condi¢cdes de armazenamento avaliadas, as
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emulsées anibnicas contendo apitoxina a 0,1%

espalhabilidade maior em relacado aos géis carbopol 940®.

apresentaram

uma

Podemos observar na tabela 5.10 os resultados obtidos nas analises das

amostras acondicionadas a temperatura ambiente

Tabela 5.10 - Espalhabilidade na temperatura ambiente em relacdo ao peso

adicionado
Forma Tempo em Espalhabilidade (mm?)
farmacéutica dias
200 g 500 g

Gel Carbopol ® 0 1989 * 231 2550 + 341
15 1734 + 252 2205 £ 312
30 1962 + 270 2920 + 370
60 1808 £ 320 2289 + 381
90 1962 £ 210 2289 + 402

Emulsdo Anionica 0 3808 + 431 4776 £ 500
15 3962 + 420 4183 + 510
30 3808 + 460 4534 + 507
60 3450 £ 410 4298 + 498
90 2555 + 392 4183 + 421

Ha uma pequena diminuicdo na espalhabilidade com o decorrer do

tempo observado tanto na emulséao aniénica quanto no gel carbopol, mas nada

que influencie de forma negativa na utilizacdo dessas amostras.

A tabela 5.11 apresenta os resultados obtidos na temperatura de 5°C

Tabela 5.11 - Espalhabilidade a 5°C em relacao ao peso adicionado

Forma Tempo em Espalhabilidade (mm?)
farmacéutica dias
2009 500 g
Gel Carbopol ® 0 1889 * 205 2550 + 302
15 1451 £ 210 2289 + 308
30 1884 + 230 2289 + 310
60 1920 + 260 3419 + 347
90 1589 + 221 1962 +298
Emuls&o Anionica 0 3502 + 407 3808 +480
15 4069 + 434 4654 + 501
30 4183 £ 447 4775 £ 508
60 3957 + 416 4654 + 502
90 3132 + 398 3846 + 497
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A baixa temperatura de 5°C influenciou o comportamento do gel
Carbopol 940®, diminuindo de forma mais significativa sua espalhabilidade,
enquanto que a emulsdo anibnica apresentou um aumento de sua

espalhabilidade entre o 15° e 60° dias voltando a valores semelhantes aos

iniciais na ultima andlise.

Os resultados apresentados na tabela 5.12 nos mostra que o Gel

carbopol reagiu bem a influencia da temperatura elevada e manteve estavel a

sua espalhabilidade.

Tabela 5.12 - Espalhabilidade a 40°C em relacéo ao peso adicionado

Forma Tempo em Espalhabilidade (mm?)
farmacéutica dias
200 g 500 g
Gel Carbopol ® 0 1889 + 210 1989 + 287
15 1734 + 200 2122 + 301
30 1808 + 215 2374 + 298
60 1734 £ 198 2041 + 310
90 2040 + 200 2374 + 300
Emuls&o Anionica 0 3808 + 400 4776 + 501
15 5941 £ 410 7386 + 597
30 5805 + 390 7426 + 578
60 * *
90 * *

(*) Excluidos do teste por perda de estabilidade

No entanto, Emulsdo aniénica, assim como observamos nos testes de
viscosidade, pH e caracteres organolépticos apresentou-se mais susceptivel a
influencia da temperatura elevada e aumentou de forma consideravel a sua
espalhabilidade, apresentando aspecto fibroso e grosso alterando
completamente suas caracteristicas de espalhabilidade e impossibilitando sua
continuacao nos testes apds o 30° dia, comportamento semelhante ao obtido
por Zanin, quando estudou os parametros fisicos da estabilidade das emulsdes
em 2001.
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6.CONCLUSOES

Os resultados dos testes com as amostras de apitoxina tipo 01 e tipo 02,
pura e beneficiada respectivamente, apontam para uma viabilidade da técnica
empregada no apiario El-shadai, visto que a apitoxina beneficiada (tipo 02)
quando comparada a apitoxina (tipo 01), apresentou resultados satisfatérios no
tocante ao seu teor proteico, tanto na quantificacado realizada pelo método de
Micro-Kjeldahl quanto na eletroforese, atendendo as especificacbes da
INSTRUQAO NORMATIVA N.° 3, de 19 de janeiro de 2001 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA que requer um teor proteico
minimo de 50% para caracterizagdo da apitoxina. Ambas as amostras foram
consideradas produtos de baixa citotoxicidade no teste frente aArtemia salina,
apesar da apitoxina tipo 02 apresentar um DLso maior quando comparada com
o tipo 01. Nao obstante, faz-se necessario um aprimoramento da técnica
principalmente no tocante a padronizagdo da metodologia e materiais
empregados na operacao a fim de que os resultados alcancados sejam ainda
mais significativos, obtendo-se uma apitoxina beneficiada, com seus
constituintes proteicos e n&o proteicos conservados assemelhando-se a
apitoxina tipo 01, a fim de que possa ser comercializada de forma segura e
com um maior valor de mercado.

A apitoxina tipo 01 mostrou-se efetiva contra as cepas de bactérias
testadas na concentracao inibitéria minima de 1,0%.

As formulagbes contendo apitoxina a 0,1%, Emulsdo Anionica e Gel
carbopol 940®, mostraram-se estaveis durante os testes de centrifugacgao,
estabilidade preliminar e estabilidade acelerada nas diferentes condi¢bes de
armazenamento, como preconiza o manual da Agencia Nacional de Vigilancia
(ANVISA). Excecao feita a emulsdo aniénica quando submetida a condi¢des de
temperaturas elevadas por um periodo superior a trinta dias, o que pode ser
considerado um fator limitante a validade do produto que utilizar esta forma

farmacéutica como veiculo.
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