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Resumo

O SARS-CoV-2 faz parte do grupo familiar do betacoronavirus, responsavel pelos maiores indices de
morbimortalidade na populacdo. Em margo de 2020 o mundo entrou em estado de emergéncia devido a pandemia
pelo betacoronavirus que ocasiona a doenca Covid-19, por isso ha a busca de terapéuticas eficazes para o controle da
pandemia. A apitoxina vem despertando interesse pela possibilidade da sua utilizacdo na modulacdo do sistema
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imunolégico na inativacdo de virus. Nesse sentido, o projeto de pesquisa teve como objetivo principal analisar o uso
da apitoxina como uma ferramenta auxiliar na profilaxia da infeccdo ocasionada pelo SARS-CoV-2. A apitoxina foi
obtida de abelhas pertencentes a espécie Apis Mellifera, por meio de choque elétrico. Na execucdo dos ensaios foram
utilizados ratos pertencentes a espécie Wistar, com aproximadamente 350g de peso e todos da mesma linhagem.
Utilizou-se 15 animais nos experimentos. A dose de apitoxina inoculada nos animais foi 30 pg/mL A coleta do sangue
nos animais foi realizada em triplicata randomicamente, nos intervalos de tempo de 7, 14, 21 e 28 dias. Os testes
soroldgicos foram realizados pelo método imunocromatogréafico para 0 SARS-CoV-2. Os resultados demonstraram a
producdo de IgM anti- SARS-CoV-2, nos intervalos de tempo em que foram feitas as coletas do sangue dos animais.
Portanto, a apitoxina na concentracdo utilizada, de fato induziu a producdo de anticorpos pertencentes a classe IgM
contra 0 SARS-CoV-2 em modelos animais e pode ser utilizada como uma ferramenta auxiliar na modulagdo do
sistema imune, contra o virus que ocasiona a Covid-19.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Apitoxina; Coronavirus; Militina.

Abstract

SARS-CoV-2 is part of the betacoronavirus family group, responsible for the highest morbidity and mortality rates in
the population. In March 2020 the world entered a state of emergency due to a pandemic by betacoronavirus that
causes Covid-19 disease, so there is a search for effective therapies for pandemic control. Apitoxin has aroused
interest in the possibility of its use in the modulation of the immune system in the inactivation of viruses. In this sense,
the main objective of the research project was to analyze the use of apitoxin as an auxiliary tool in the prophylaxis of
infection caused by SARS-CoV-2. The apitoxin was obtained from bees belonging to the species Apis Mellifera, by
means of electric shock. In the execution of the assays, rats belonging to the Wistar species were used, with
approximately 350g of weight and all of the same lineage. 15 animals were used in the experiments. The dose of
apitoxin inoculated in the animals was 30 pg/mL Blood collection in the animals was performed in triplicate
randomly, in the time intervals of 7, 14, 21 and 28 days. Serological tests were performed by immunochromatographic
method for SARS-CoV-2. The results demonstrated the production of IgM anti- SARS-CoV-2, in the time intervals in
which the blood collections of the animals were made. Therefore, the apitoxin in the concentration used, in fact
induced the production of antibodies belonging to the IgM class against SARS-CoV-2 in animal models and can be
used as an auxiliary tool in the modulation of the immune system against the virus that causes Covid-19.

Keywords: SARS-CoV-2; Apitoxin; Coronavirus; Militina.

Resumen

El SARS-CoV-2 forma parte del grupo de la familia de los betacoronavirus, responsable de las mayores tasas de
morbilidad y mortalidad de la poblacién. En marzo de 2020 el mundo entr6 en estado de emergencia debido a una
pandemia por betacoronavirus que causa la enfermedad Covid-19, por lo que hay una basqueda de terapias efectivas
para el control de la pandemia. La apitoxina ha despertado interés en la posibilidad de su uso en la modulacién del
sistema inmune en la inactivacién del virus. En este sentido, el objetivo principal del proyecto de investigacion fue
analizar el uso de la apitoxina como herramienta auxiliar en la profilaxis de la infeccién causada por el SARS-CoV-2.
La apitoxina se obtuvo de abejas pertenecientes a la especie Apis Mellifera, mediante descarga eléctrica. En la
ejecucion de los ensayos se utilizaron ratas pertenecientes a la especie Wistar, con aproximadamente 350g de peso y
todas del mismo linaje. Se utilizaron 15 animales en los experimentos. La dosis de apitoxina inoculada en los
animales fue de 30 ug/mL La recoleccion de sangre en los animales se realizod por triplicado al azar, en los intervalos
de tiempo de 7, 14, 21 y 28 dias. Las pruebas seroldgicas se realizaron por método inmunocromatogréafico para el
SARS-CoV-2. Los resultados demostraron la produccion de IgM anti-SARS CoV-2, en los intervalos de tiempo en los
que se realizaron las colectas de sangre de los animales. Por lo tanto, la apitoxina en la concentracion utilizada, de
hecho indujo la produccion de anticuerpos pertenecientes a la clase IgM contra el SARS-CoV-2 en modelos animales
y puede ser utilizada como una herramienta auxiliar en la modulacion del sistema inmune contra el virus que causa el
Covid-19.

Palabras clave: SARS-CoV-2; Apitoxina; Coronavirus; Militina.

1. Introducgéo

Os surtos de virus ARN, sdo um problema de salde mundial, uma vez que, ocasionam alto indice de

morbimortalidade em todo o mundo, principalmente os ocasionados por influenza A (H5N1,H1N1), sarampo e SARS-CoV

com suas variacdes tipo beta, denominado SARS-CoV-2. Isso se da devido a maior propensdo a mutagdes genéticas e a falta de

medidas terapéuticas eficazes para combater esses grupos virais (Amanat & Krammer., 2020).

O SARS-CoV-2 ou coronavirus vem crescendo de forma demasiada desde 2019 com dados exorbitantes.

Conforme a OMS (2021), j& foram registrados 198.234.951 de casos de covid-19 no mundo, chegando a atingir a marca de
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19.917.855 casos confirmados e 556.370 mortes no Brasil, gerando, assim, grande impacto na saide social e na economia em
varios niveis. Considerando essa ameaca iminente, a busca por formas terapéuticas e profilaticas vem se tornando o principal
tema de pesquisas no mundo para ajudar na reestabilizacdo mundial (Covian, C; Retamal-Diaz A; Bueno, S. M., & Kalergis,
A. M. 2020; Silveira, M. M, Moreira, G., & Mendonca, M., 2020).

Com isso, foi patenteada na China a primeira vacina em agosto de 2020. Porém, embora 0s avangos no
sequenciamento genético e outros desenvolvimentos tecnolégicos tenham acelerado o estabelecimento de varias plataformas de
vacinas, varias incertezas ainda permanecem (Silveira, M. M, Moreira, G., & Mendonca, M. 2020). Nesse viés, ainda que
parega contra-intuitivo a primeira vista, varios venenos de animais, incluindo a apitoxina (veneno de abelha melifera), tém
efeitos benéficos contra diversas doencas (Aufschnaiter A et al., 2020).

Quando a apitoxina entra em contato com o organismo, ela induz a diferenciacdo dos linf6citos B e T,
produzindo anticorpos (imunoglobulinas) para combater antigenos, esses sdo divididos em IgM, IgG, IgE, IgA e IgD. Sendo
assim, o veneno pode ser uma alternativa para tratar a pandemia em questdo devido as suas propriedades anti-inflamatérias,
antibacterianas e antivirais (Uddin et al., 2016).

A pesquisa teve a seguinte questdo norteadora: A apitoxina tem potencial de induzir a sintese de
imunoglobulinas que reajam contra 0 SARS-CoV-2?

O trabalho de pesquisa teve como objetivo principal analisar o uso da apitoxina como uma ferramenta auxiliar na
profilaxia da infeccdo ocasionada pelo SARS-CoV-2. E como objetivos especificos verificar a producdo de imunoglobulinas
pertencentes as classes de IgM e IgG que reaja com antigenos desse virus; determinar a acdo da apitoxina como substancia
imunomoduladora do sistema imune contra 0 SARS-CoV-2 e recomendar a utilizagcdo da apitoxina na dosagem estudada como
uma ferramenta auxiliar na profilaxia da infecgdo do SARS-CoV-2.

As infecgBes virais estdo cada dia sendo mais frequentes e de ocorréncia nos seres vivos, notadamente em
humanos. Assim como as bactérias, 0s virus passam por frequentes alteracGes genéticas, com isso, acabam condicionando-se a
uma melhor adaptagdo aos seres. Varias sdo as tentativas farmacoldgicas e imunoldgicas no sentido do estabelecimento de
estratégias que possam ser utilizadas no controle das infeccdes ocasionadas pelos virus (Camara, F; Camara, D., & Moreno,
M., 2020).

Na atualidade, estamos nos deparando com uma pandemia ocasionada pelo SARS-CoV-2 e sem possibilidade de
tratamento preciso das pessoas acometidas pela infeccdo, haja visto que, trata-se de virus em que as informacfes sobre ele
ainda sdo muito incipientes (Favretto, I. C et al., 2021).

Portanto, o trabalho de pesquisa ora proposto teve relevancia e se justifica, pelo fato do mesmo ter como enfoque
principal, a utilizacdo da apitoxina como uma substancia imunomoduladora, de modo a induzir a sintese de imunoglobulinas
que possam reagir com o SARS-CoV-2, principalmente das classes IgM e IgG. Confirmada essa hipétese, a apitoxina podera

ser utilizada como uma ferramenta auxiliar e de cunho imunoldgico, na profilaxia da infeccdo pelo SARS-CoV-2.

2. Metodologia

Estudo experimental que foi realizado de acordo com as normas da Comissdo Brasileira de Experimentos em
Animais (COBEA) e submetido ao Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da FACID, para avaliacio e autorizagio de
sua realizacdo, de acordo com a Lei 11.794 de 08/10/2008. O método utilizado foi 0 imunocromatografico para 0 SARS-CoV-
2.
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Tratou-se de uma pesquisa tipo experimental, com abordagem qualitativa e transversal. A apitoxina utilizada
para a realizacdo desde trabalho foi coletada nos apiarios do Laboratério piloto da Fazenda Nova, Zona Rural no municipio de
Piracuruca-Piauf, com intermédio da Cooperativa de Apicultores- CODERVAP.

Para a coleta da amostra, foi utilizado o método de choque elétrico, através de eletrodos de aco inox, conectados
a uma bateria e uma lamina de vidro, posicionado na parte superior da comédia que contém em média 80 mil abelhas do tipo
Apis Mellifera Brasileira, 0 mesmo reteve a apitoxina apés o choque elétrico que induziu a picada de abelha e
consequentemente a liberacdo na apitoxina nas placas de vidro.

Contudo, o choque elétrico € em proporcédo baixa em torno de 12,5V para ndo ocasionar danos as abelhas (Rosa.
K. M, 2021). Apds o posicionamento da caixa coletora sob a comédia, as abelhas pousaram nas placas de vidro e receberam o
impulso elétrico, o qual fez com que liberassem a ferroada na tentativa de defesa, depositando a apitoxina. Posteriormente, as
placas de vidro foram levadas para uma estufa fria para secar o veneno pér em média 30 minutos, foram raspadas com laminas,
e mais tarde depositadas em vidros escuros, cobertos com papel aluminio e refrigerados para conservagao.

A intervalos de 7,14,21 e 28 dias p6s inoculagdo da apitoxina e do soro fisiolégico foi obtido sangue total dos
animais. Para tanto foram eleitos randomicamente 3 animais do grupo de 12 nos intervalos de tempo previamente estabelecido
para a obtengéo de sangue. Antes das coletas de sangue, 0s animais foram anestesiados com 0,09 mL dos anestésicos ketamina
e lidocaina.

Com a utilizagdo de uma seringa com agulha foi realizada a coleta de 2 mL de material biolégico na jugular ou
via subclava. O sangue foi depositado em tubos de Ependorf e centrifugado a 3.000g em microcentrifuga por 10 minutos. Ap6s
centrifugagdo foi obtido o soro, mediante a utilizacdo de uma pipeta de Pasteur. Com auxilio de uma micropipeta com ponteira
obteve 10 pL do soro do animal, o mesmo foi dispensado no orificio da placa teste, em seguida foi adicionado 3 gotas do
diluente no mesmo orificio em que fora posto o soro. A placa teste foi deixada em repouso por 10 a 15 minutos. Em seguida
pode-se interpretar o resultado do teste.

Nos ensaios foram utilizados ratos da espécie Wistar, com aproximadamente 350g de peso e todos da mesma
linhagem. Os animais foram mantidos em biotério, alimentados e com avaliacdo diaria da satde por médico veterindrio.
Utilizou-se 15 animais divididos em 2 grupos, sendo um grupo com 12 animais e um outro com 3 animais, como controle
negativo. No primeiro grupo com 12 animais foi induzido apitoxina a uma concentragdo de 30 pg e no grupo controle negativo
foi induzido 1 mL de soro fisioldgico a 0,95%. Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas até utilizagdo dos mesmos
na obtenc¢do do sangue total.

Apos coleta do sangue, os animais foram sacrificados por administracdo de ketamina + xilazina (0,81 mg / kg,
i.p.) e lidocaina (10 mg / kg, i.p.), conforme recomendado pelas Diretrizes de Prética de Eutanasia e pelas diretrizes brasileiras

de boas préticas de eutanésia animal.

3. Resultados e Discusséo

Na execucdo da pesquisa foram utilizados 12 ratos, pertencentes a raga Wister e apitoxina na concentracdo de 30
Mg. As analises quanto a presenca de anticorpos no sangue dos animais foram realizadas nos intervalos de tempo de 7, 14, 21 e
28 dias. Os animais foram selecionados randomicamente para as coletas do sangue. Outros 3 ratos foram utilizados apenas
como controle com inoculagéo de soro fisiologico para determinar a qualidade dos testes imunocromatograficos.

Apos 7, 14, 21 e 28 dias de inoculagdo da apitoxina nos ratos, foram coletados o sangue de 3 animais retirados

aleatoriamente do painel de 12, por periodo de tempo determinado e realizado os testes imunocromatograficos. Nos testes
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rapidos de diagnostico, evidenciou-se a presenca de anticorpos da classe IgM no sangue dos animais que reagiram

cruzadamente com antigenos do SARS-CoV-2, na placa teste.

Figura 1 — Realizacdo do teste imunocromatografico apds 7 dias inoculacdo da apitoxina. Teresina-Piaui, 2021. N=12.

Fonte: Autores.

Na Figura acima pode-se observar a formacao de dois tragos vermelhos, indicando a inducdo de IgM em dois dos
testes realizados no dia 7 apos a inoculacéo da apitoxina. Apesar de claro, os testes indicam a positividade para a produgéo de

anticorpos para SARS-CoV-2.

Figura 2- Realizacéo do teste imunocromatografico apos 14 dias inoculagdo da apitoxina. Teresina-Piaui, 2021. N=12.

Fonte: Autores.

Nos testes realizados no dia 14 apds a inoculacdo da apitoxina, apenas um positivou para SARS-CoV-2, sendo
indicado pela figura acima no teste que se encontra a0 meio da imagem, pode-se observar a formacéo de dois tracos vermelhos

no teste.
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Figura 3- Realizacdo do teste imunocromatografico ap6s 21 dias inoculacdo da apitoxina. Teresina-Piaui, 2021. N=12.

Fonte: Autores.

J& nos testes realizados no dia 21 apds a inoculagdo da apitoxina, pode-se observar a formagdo de dois tragos
vermelhos em todos os testes realizados, em cada teste houve a formacdo de um tragco mais escuro que indica o controle do

teste e um trago mais claro que indica a formagéo de anticorpos do tipo IgM para Covid-19.

Figura 4 - Realizacdo do teste imunocromatografico apés 28 dias inoculagéo da apitoxina. Teresina-Piaui, 2021. N=12.

Fonte: Autores.

No ultimo dia do experimento, apds 28 dias de inoculacdo da apitoxina pode-se observar a formacdo de dois
tracos vermelhos em todos os testes, um mais escuro indicando o controle do teste e um mais claro que indica a formacéo de

anticorpos para Covid-19.
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Com base nos resultados obtidos, a apitoxina na concentracdo utilizada de fato induziu a producdo de
imunoglobulinas da classe IgM que reagiu com antigenos do SARS-CoV-2 fixos na matriz da placa teste. Como € notério que
0 anticorpo IgM é produzido nos estagios iniciais do processo inflamatério, sendo também considerado marcador biol6gico de
fase aguda de infeccdo e molécula importante na opsonizacdo de agentes infecciosos (Zucoloto, L. F et al., 2020). Portanto, a
utilizacdo da apitoxina como uma ferramenta auxiliar, no que concerne a imunoprofilaxia contra a infeccdo por esse virus faz-
se eficaz.

O tratamento com a apitoxina apresenta-se em diversos outros estudos, destacando suas diversas propriedades.
Moreira, D. R (2012) reforga o vasto potencial farmacoldgico da apitoxina que, por sua vez, teve eficiéncia hioldgica
comprovada para diversos usos terapéuticos, como anti-inflamatoério.

O pesquisador, Ali, M. (2012) destaca 18 componentes farmacologicamente ativos encontrados na apitoxina e,
dentre eles, enzimas, aminas e peptideos. Como exemplo de peptideo, evidencia-se a melitina, que constitui como componente
dominante da apitoxina, constituido por 40-60% de sua composi¢do (Wehbe, et al., 2019).

Na literatura, a melitina apresenta diversos beneficios, tendo agdo antiviral e antitumoral (Or$oli¢, 2011; Yang et
al., 2011; Ratcliffe et al., 2011; Zhou et al., 2010; & Viana, G. A., 2015), além da capacidade de interagir e ativar céelulas de
defesa como leucécitos, mastécitos e macrdéfagos (Pereira, A. F. M., 2017) estimulando o sistema de defesa do organismo. Tais

achados da literatura corroboram com o aumento da produgéo de anticorpos oriundo da apitoxina.

Quanto & positividade da presenca de IgM no sangue dos animais, nos testes imunocromatograficos realizados,
evidenciou-se que em pelo menos um animal de cada grupo de animais randomicamente houve a presenca dessa
imunoglobulina que reagia cruzadamente com antigenos do SARS CoV-2, totalizando em 75% do experimento positivo
(Tabela 1).

Tabela 1 — Demonstragdo da positividade quanto a presen¢a de imunoglobulinas da classe IgM no soro por animais utilizados.

Teresina-Piaui. N=12.

Rato 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
1 MNegativo
2 Positivo
3 Positivo
4 Negativo
5 Positivo
6 Megativo
7 Positivo
8 Positivo
9 Positivo
10 Positivo
11 Positivo
12 Positivo

Fonte: Autores.

A utilizacdo de animais em pesquisas € um método utilizado desde a antiguidade, quando utilizavam animais

para aprofundar o conhecimento sobre algum objeto, contudo, era aplicado sem um método sistematizado de investigacdo,
7
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porém, com o passar dos anos as praticas foram evoluindo e essa acdo comecgou a ser incorporada de forma sistematizada e por
pessoas capacitadas, tornando-se cada vez mais complexas com nivel de exigéncias éticas elevado (Raymundo & Goldim.,
2007).

Atualmente, a utilizacdo de modelos animais em pesquisas basicas é uma questdo que tem despertado varias
discussdes entre pesquisadores, mas continuam sendo uma ferramenta importante no direcionamento de estudos que no futuro
possam trazer beneficios a outros seres vivos, principalmente aos humanos. De acordo com Sganzerla et al. (2020), os roedores
s80 0s animais mais utilizados em pesquisas experimentais por serem fisiologicamente e geneticamente mais semelhantes aos
seres humanos.

A propdsito, a linhagem ndo-endogamica Wistar (Rattus norvegicus), € a mais utilizada no cenério cientifico por
apresentar pequeno porte, baixo custo, ciclo bioldgico curto e alta similaridade com a genética humana, cerca de 80% do seu
cddigo genético € igual ao dos humanos (Mattaraia & Moura., 2012).

Agora, para se ter confiabilidade na pesquisa com a utilizacdo de animais é necessario 0 uso de animais que
sejam da mesma espécie, linhagem, idade e mesmo peso corporal, dessa forma minimiza a variabilidade e aumenta a validade
dos resultados da pesquisa (Sganzerla J et al., 2020). Isso ficou evidenciado pelos resultados obtidos como mostrados na tabela
1.

4. Concluséo

A apitoxina apresenta propriedades imonorreguladoras, quanto a producdo de anticorpos que reagem
cruzadamente com antigenos do SARS CoV-2. Evidenciou-se a sintese de imunoglobulinas da classe IgM no sangue dos ratos
pertencentes a espécie Wister, que reagem com antigenos do SARS-CoV-2. Contudo, faz-se necessario a producdo de mais
artigos experimentais no que tange o assunto, visto que na literatura o tema é precario e o assunto é de extrema relevancia para
a comunidade cientifica. Por fim, diante do exposto e da relevancia quanto a producdo literéria a apitoxina possa ser indicada

como uma ferramenta auxiliar na profilaxia da infec¢do do SARS-CoV-2.
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