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RESUMO

As abelhas sdo conhecidas por suas ferroadas e producao melifera, mas
raramente sdo reconhecidas por uma determinada proteina benevolente
em seu veneno chamada melitina. A melitina é um peptideo hemolitico
antimicrobiano amplamente conhecido pelos seus efeitos terapéuticos. O
interesse nas propriedades medicinais, especialmente na propriedade
anticancerigena da melitina, tem aumentado consideravelmente nos
Gltimos anos. Porém, visto que alguns dos constituintes do veneno de
abelha podem apresentar acdo deletéria, decorrente do seu potencial
alergénico, faz-se necessaria a obtencdo de melitina com elevado grau
de pureza para eficiente aplicacdo na area farmacéutica. O presente
trabalho teve o objetivo principal de desenvolver um processo para
obtencdo de melitina em escala analitica visando a aplicagdo deste
peptideo em formulagbGes farmacéuticas, produzindo, desta forma,
produtos com elevada tecnologia e valor agregado. A utilizacdo de
técnicas robustas, como ultracentrifugacdo e filtragcdo, permitiu eliminar
a maioria dos componentes presentes no veneno, contendo, ao final,
somente biomoléculas com propriedades fisico-quimicas semelhantes a
melitina. A utilizacdo destas técnicas, em conjunto com RP-HPLC,
permitiu obter melitina com um alto grau de pureza em escala analitica.
Dessa forma, foi elaborado um protocolo de purificacdo da melitina,
alcancando-se uma pureza estimada maior que 85 %. A andlise
econdmica do processo de purificagdo da melitina demonstrou a
viabilidade econémica na implantacdo desta tecnologia. O menor custo
especifico ocorre com a ampliacdo da escala a partir de 100 vezes a
escala analitica, no qual o custo encontrado, nas condi¢des operacionais
propostas, é inferior ao aplicado atualmente. Ainda, é possivel otimizar
0 processo visando melhor rendimento. A elaboracdo de um sistema de
entrega controlada da melitina a partir de nanoparticulas lipidicas
s6lidas foi proposta neste trabalho. Os resultados obtidos até 0 momento
mostram que é possivel obter NLSs estaveis de acido estearico com
potencial aplicabilidade para encapsulagdo de melitina. Para a
comprovacao de eficiéncia farmacoldgica desse sistema proposto, uma
avaliacdo adequada € necesséria.

Palavras-chave: apitoxina; melitina; separacdo cromatografica;
nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS).






ABSTRACT

Honeybees are famous for their stings and sugary residues, yet seldom
do they gain recognition for a certain benevolent protein in their venom
called melittin. Melittin is an antimicrobial hemolytic peptide widely
known for its therapeutic remedies. Interest in the medicinal properties,
especially the anticancer property of melittin, has increased
tremendously in recent years. However, since some of bee venom
constituents can have deleterious effects, because of its allergenic
potential, it is necessary to obtain melittin with high purity for its
effective application in the pharmaceutical field. This study had the
main objective to develop a process for obtaining melittin in analytical
scale aiming the pharmaceutical application of this peptide, producing
thus products with high technology and added value. The use of robust
techniques such as ultracentrifugation and filtration allowed to eliminate
most of the components present in the venom, remaining in the sample
after these steps, only biomolecules with similar features to melittin.
The use of these techniques in conjunction with RP-HPLC allowed
obtaining melittin with a high degree of purity on an analytical scale.
Thus, we designed a purification protocol for melittin, achieving an
estimated purity greater than 85 %. The economic analysis of the
melittin purification process showed the economic viability of the
implementation of this technology. The lower specific costs occur with
the scale-up from 100 times the analytical scale, in which the costs
found within the operating conditions proposed are lower than those
currently marketed. It is still possible to optimize the process to better
performance. The development of a delivery vehicle of melittin based
on solid lipid nanoparticles was proposed in this paper. The results
obtained so far show that it is possible to obtain stable NLSs of stearic
acid with potential applicability for encapsulation of melittin. For
demonstrating pharmacological effectiveness of this proposed system,
more tests are needed.

Key-words: apitoxin, melittin, chromatographic separation, solid lipid
nanoparticles (SLN).
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INTRODUCAO

A necessidade de medicamentos e tratamentos mais especificos e
eficazes tem forcado os pesquisadores a procurar solugdes alternativas
em campos mais ortodoxos. Neste sentido, diversas pesquisas tém
focado na producdo de farmacos que utilizam como matéria-prima
recursos biolégicos. A investigagdo de compostos bioativos
provenientes da natureza e a consequente formulagdo de novos produtos
terapéuticos € uma atividade conhecida como bioprospecgdo e, segundo
a Organizacdo Mundial de Salde, nos Gltimos anos resultou em diversos
compostos farmacéuticos provenientes tanto de pesquisas com plantas,
guanto de animais.

Toxinas de origem animal tém sido alvo de inlmeras pesquisas
de bioprospecgéo pelo fato de que essas toxinas representam um recurso
valioso e pouco explorado de componentes bioativos, 0s quais podem
auxiliar na cura de doencas que ndo respondem as terapias atualmente
disponiveis. Diversos organismos produzem toxinas como instrumento
de defesa contra possiveis predadores. As acdes fisiologicas sdo
variadas, podendo imobilizar ou até matar a presa. Bem abaixo das
doses agressivas, as toxinas podem ter acdes fisiologicas desejaveis e até
terapéuticas. Varios organismos venenosos do reino animal, os quais
usam toxinas como instrumento de defesa, tais como répteis, peixes,
anfibios e mamiferos, estrelas do mar, ouricos do mar, caramujos,
polvos, aracnideos, insetos, miriapodes e alguns cnidarios, sdo alvo de
numerosos estudos em toxicologia pelo seu potencial biotecnolégico e
terapéutico. Nos EUA, dos 150 medicamentos vendidos sob prescricdo
médica atualmente em uso, 27 deles sdo de origem animal e suas
respectivas comercializacbes geram bilhdes de ddlares anualmente
(SANTOS et al., 2011).

A apitoxina, veneno produzido pela abelha Apis mellifera, é
abundante em peptideos biologicamente ativos. O uso da apitoxina com
finalidades terapéuticas é muito antigo e veio da observacdo de que os
apicultores recebiam muitas picadas e ndo apresentavam problemas de
reumatismo. A utilizacdo da picada deliberada de abelhas em humanos
(chamado de apiterapia) € um método comumente empregado como
terapia alternativa. De acordo com o0s praticantes da apiterapia, 0 veneno
de abelha contém agentes anti-inflamatorios que aliviam a dor crénica e
pode ser usado para tratar varias doencas, incluindo varios tipos de
artrite, problemas neuroldgicos, tais como a esclerose maltipla, dor
lombar, dor de cabeca e enxaqueca, e doencas da pele (tais como
eczema, psoriase e herpes) (ACS, 2008). No entanto, a apiterapia possui
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limitacGes devido a agdo deletéria provocada por alguns componentes
presentes na apitoxina, atribuidos, principalmente, as enzimas
fosfolipase A2 (PLA,) e hialuronidase, podendo causar efeitos colaterais
em pacientes alérgicos (ORSOLIC, 2012).

Nos ultimos anos, devido a comprovacdo cientifica de alguns dos
seus efeitos terapéuticos, atribuidos principalmente ao composto
majoritario da apitoxina, a melitina, a procura por esse composto tem
aumentado em diversos paises, elevando a cotacdo da apitoxina no
mercado internacional (MAIA, 2002). No entanto, apesar do porte do
setor apicola nacional, a participacdo brasileira neste mercado tem-se
mantido muito aquém de suas potencialidades.

Dentre o0s constituintes da apitoxina, a melitina (fracdo
correspondente a aproximadamente 50 % em massa do veneno Seco)
tem atraido grande atencdo devido ao seu potencial farmacoldgico
comprovado ao longo dos anos. Algumas de suas propriedades
medicinais relatadas sdo:

e estimula a hipdfise-adrenal na liberacdo catecolaminas e

corticol, o que lhe confere efeito anti-inflamatorio que alivia a
dor crénica (LEE et al., 2005);

e possui amplo espectro de atividade antimicrobiana, sendo capaz
de combater diversos patégenos (WEINBERG, 2001);

e age no sistema cardiovascular, provocando contracdo dos
musculos lisos e do muasculo cardiaco. Promove, deste modo, a
contracdo dos capilares e diminuicdo da pressdo arterial
(MARSH e WHALER, 1980);

e atua no sistema nervoso central, blogueando a transmissao de
impulsos nervosos, o que provoca um efeito anestésico (LEE et
al., 2001);

e tem sido aplicada na elaboracdo de formulagGes cosméticas
destinadas a recuperacdo do tecido epidérmico, porém sem
comprovacdo de sua eficacia. Suspeita-se que ela interaja
sinergicamente com as fibras do colageno. Desta forma, a
melitina tem sido apontada como uma potencial substituta da
toxina botulinica no tratamento cosmético facial (TRILIVAS,
2001);

e inibe o crescimento tumoral via estimulacdo de resposta
imunoldgica (ATTIA et al., 2008; LIU et al., 2008), bem como
pela necrose de tecido tumoral e indugdo da apoptose (WANG
et al., 2009). Diversos tipos de céancer, incluindo leucemia e
cancer de rins, pulmdes, figado, prostata, mamas e bexiga, tém
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sido identificados como alvos para acdo da melitina (SON et al.,
2007);

A melitina possui um grande potencial farmacol6gico. Porém,
visto que os demais constituintes da apitoxina podem apresentar acdo
deletéria, decorrentes do seu potencial alergénico, faz-se necesséria a
obtencdo de melitina com elevado grau de pureza para sua eficiente
aplicacdo na area farmacéutica. Todos esses compostos bioativos estdo
presentes na forma de misturas complexas no veneno, sendo sua
separacdo e purificacdo uma tarefa dificil e, por sua vez, dispendiosa.
Este processo constitui um problema tecnol6gico importante, o qual
deve ser superado de modo a viabilizar a aplicacdo técnica e econémica
da melitina.

O interesse nas propriedades medicinais, especialmente na
propriedade anticancerigena da apitoxina e de seu constituinte
majoritario, a melitina, tem aumentado consideravelmente nos dltimos
anos. Isso se deve ao fato de que nas Gltimas décadas o nimero de
pacientes diagnosticados com céncer e sua consequente mortalidade
tiveram um aumento expressivo, criando, assim, enormes problemas de
ordem clinica e econdmica. A incidéncia crescente de tumores levou a
necessidade de explorar novos farmacos e novas estratégias para o
tratamento desta doenga em particular. Atualmente, os cientistas estéo
somando esforcos para encontrar uma cura para esta doenga, pois,
embora a terapia prescrita (sob a forma de cirurgia, radioterapia e
quimioterapia) auxilie no combate da doenga, os resultados ainda s&o
pouco satisfatorios. O desenvolvimento de farmacos anticancerigenos
eficientes bem como novas alternativas no tratamento de tumores séo
alguns dos principais desafios da ciéncia moderna (GAJSKI e GARAJ-
VRHOVAC, 2013).

A melitina é um candidato em potencial para o desenvolvimento
de novos farmacos devido ao seu amplo espectro de propriedades liticas.
Embora citotoxica para um largo espectro de células tumorais, esse
peptideo também apresenta toxicidade para células normais. Portanto, o
seu potencial terapéutico ndo pode ser alcancado sem um sistema de
entrega adequado. Tal fato pode ser superado através de ensaios
utilizando nanoparticulas, as quais possuem a capacidade de fornecer de
forma segura uma quantidade significativa de melitina por via
intravenosa, possibilitando a destruicdo de células tumorais de forma
seletiva (PAN et al., 2011).

Ainda que seja possivel encontrar na literatura referéncias que
relatam o processo de obtencéo de melitina a partir da apitoxina (CHEN
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et al., 2006; JI et al., 1996; YE et al., 2000), grande parte dos estudos
publicados sdo pouco descritivos e visam, principalmente, a avaliagdo
do perfil peptidico do veneno, o que acaba tornando o processo de
separacdo lento e oneroso. Estudos acerca da eficiente obtencdo de
melitina a partir do veneno bruto para posteriores aplicacdes ainda sdo
escassos. Ha, também, falta de informagdo na literatura no que diz
respeito a sistemas de armazenagem/liberacdo de melitina através de
nanoparticulas, sendo esta uma é&rea recentemente explorada, com
pouquissimos trabalhos publicados (SOMAN et al., 2009; PAN et al.,
2011; HOOD et al., 2013).

Esta pesquisa pauta-se na valorizacdo da biodiversidade nacional
para a obtencdo de produtos com elevada tecnologia e valor agregado.
Nesse sentido, o presente trabalho propde a busca por novas estratégias
de obtencdo de melitina com elevada pureza a partir do veneno bruto da
abelha visando viabilizar sua aplicacdo tecnoldgica. Cabe ressaltar que
essa etapa é fundamental para proposta da pesquisa em um ambito
global: a obtencdo de formulagGes que utilizem a melitina como
principio ativo para o tratamento de doencas, dadas as propriedades do
bioativo extensivamente comprovadas, partindo do veneno de abelha
bruto. Para isso, também foram realizados estudos de viabilidade
econdmica do processo produtivo desenvolvido e propostos sistemas de
armazenagem para liberacdo controlada de melitina in vivo inéditos.

Deve-se salientar ainda que o projeto estd inserido em um
contexto estratégico para o pais, somando esforcos para o fortalecimento
da industria de bioprocessos nacional. Reconhecidamente, nosso pais
apresenta caréncia de recursos humanos qualificados, além de
tecnologias préprias, para o processamento de bioativos amplamente
disponiveis na nossa fauna e flora. Desta forma, constata-se a recorrente
necessidade de importacdo de produtos processados, muitas vezes a
partir dos nossos préprios recursos naturais, para a utilizacdo em
aplicacdes farmacéuticas e médicas, por exemplo. A presente proposta
contribui, portanto, para que esse cenario possa ser modificado.
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um processo de obtencdo de melitina a partir do
veneno bruto da abelha Apis mellifera, com alto grau de pureza e
economicamente atrativo, visando a preparagdo de nanoparticulas
lipidicas sélidas para liberacdo controlada deste peptideo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dentre os objetivos especificos, destacam-se:

investigar as técnicas de fracionamento capazes de purificar
com eficiéncia satisfatdria a melitina obtida a partir do veneno
bruto de abelha;

identificar as etapas relevantes e necessarias no processo de
purificacdo da melitina;

avaliar e elaborar um protocolo de purificacdo da melitina em
escala analitica rapido e simplificado;

obter melitina na forma sélida com elevado grau de pureza a
partir do protocolo de purificagdo proposto para aplicar em
pesquisas conseguintes;

realizar pesquisas envolvendo a melitina, obtida pelo processo
de purificacdo proposto, no desenvolvimento de sistemas
particulados de armazenagem e liberagdo de farmacos.

propor o escalonamento do processo desenvolvido;

verificar a viabilidade econdmica da implementacdo de uma
cadeia produtiva de melitina purificada em escalas piloto e
comercial.






2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 COMPONENTES DA APITOXINA

A apitoxina, veneno produzido pela abelha Apis mellifera,
compde-se, principalmente, de peptideos e enzimas, quase todos
fisiologicamente ativos. A apitoxina é sintetizada na glandula de veneno
das abelhas operarias e de abelhas-rainhas. A partir de uma mistura de
secrecBes acidas e basicas é formada uma secre¢do acida com pH entre
4,5 e 5,5, a qual é armazenada em suas bolsas de veneno. Esse veneno é
uma mistura complexa que contém moléculas organicas simples,
proteinas, peptideos e outros elementos bioativos, como carboidratos e
lipideos (ORSOLIC, 2012).

Por se tratar de um poderoso anti-inflamatério nao-esteroidal, a
apitoxina tem sido usada ha séculos na medicina oriental para aliviar a
dor e tratar doencas inflamatdrias crénicas (ORSOLIC, 2012). Também
tem sido usada em condi¢des clinicas, tais como artrite, reumatismo e
doencas de pele (eczema, psoriase e herpes) (ACS, 2008; SON et al.,
2007). Recentemente, outras propriedades benéficas da apitoxina
também foram descobertas, destacando-se: radioprotecdo (protecéo
contra os efeitos nocivos da radiacdo) (GAJSKI e GARAJ-VRHOVAC,
2009), antimutagénico (reduz a taxa de mutacdo) (VARANDA, MONTI
e TAVARES, 1999), antinociceptiva (reducdo da capacidade de
perceber a dor) (BEAK et al., 2006) e, nos ultimos anos, efeitos
anticancerigenos (GAJSKI e GARAJ-VRHOVAC, 2013). Logo, a
apitoxina tem apresentado potencial como possivel composto
terapéutico.

Na Tabela 1 encontram-se relacionados seus principais
componentes, agrupados por faixas de peso molecular e seus respectivos
efeitos bioldgicos. Observa-se que 0s componentes com peso molecular
abaixo de 1.000 Da consistem, principalmente, de pequenos peptideos e
monoaminas. Na faixa entre 1.000 e 10.000 Da encontram-se numerosos
polipeptideos, com amplo predominio da melitina. Acima de 10.000 Da
ocorrem diversas enzimas, com amplo predominio da fosfolipase A,
(PLA,). No total, a apitoxina contém cerca de 20 substancias ativas.

1As fosfolipases pertencem a uma grande familia de enzimas que realizam a clivagem de
fosfolipidios da membrana celular em acidos graxos e lisofosfolipidios. A fosfolipase A2 é
uma enzima envolvida no processo inflamatdrio. A fosfolipase A2 catalisa a hidrolise do 2°
acido graxo do fosfolipideo de membranas celulares, liberando &cido araquidénico e iniciando
a via metabolica do 4cido araquiddnico, importantissima no processo inflamatério.
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Tabela 1 - Principais componentes da apitoxina e seus efeitos biolégicos.

% do
veneno
seco

Efeito fisiolégico

2%

12%

Ataca seletivamente polimeros do é&cido hialurénico presente no
tecido conjuntivo; aumenta a permeabilidade capilar; tem efeitos
sobre a resposta imune e a difuséo pelo tecido; antigénica; catalisa a
hidrélise de proteinas, permitindo assim a penetracdo do veneno
para o tecido; dilata os vasos sanguineos e aumenta a sua
permeabilidade, causando um aumento da circulagdo sanguinea;
alergénico.

Citotoxica contra células cancerosas; efeitos inflamatérios; efeitos
antitumorais; destréi fosfolipideos e dissolve a membrana celular;
reduz a coagulacdo do sangue e a pressdo sanguinea; é o alérgeno
mais forte e, assim, o componente mais prejudicial do veneno.

1%

50%

3%

0,1%

<0,7%

3%

Inibicdo da atividade da PLA2 e COX; atividade anti-inflamatéria;
inibe as enzimas especificas do cérebro ciclooxigenase e
lipooxigenase; diminui inflamacdes de reumatismo, diminui a dor;
inibe a agregacéo de eritrocitos; relativamente baixa toxicidade.

Principal componente biologicamente ativo; aumenta a atividade de
PLA2; citotéxica contra células cancerosas; efeitos anti-
inflamatérios e antiartriticos; possui atividade sobre membranas,
diminuindo a tensdo superficial; anti-inflamatério em doses muito
pequenas; estimula os misculos lisos; aumenta a permeabilidade
capilar aumentando a circulagdo sanguinea e reducdo da pressdo
arterial, reduz a coagulagdo do sangue, imunoestimulante e
imunossupressora; radioprotegdo influencia o sistema nervoso
central; anticancerigena, antibacteriana, antiflingica, antiviral; doses
mais elevadas séo inflamatorias e hemolitica.

Efeito anti-inflamatério e analgésico; liberacdo de histamina (baixa
dose); inibicdo da libertacdo de histamina (dose elevada); efeito
antialérgico; acdo litica em mastécitos, liberando histamina,
serotonina, e heparina; aumenta a permeabilidade capilar; estimula
0 sistema nervoso central.

Peptideos, com um papel incerto na agdo fisiolégica do veneno;
efeitos antirradiagéo; cardiopep tem efeitos antiarritmicos.

Inibicéo dos canais ativados por Ca2+ e K+; efeito citotdxico contra
o cancer; efeito nociceptivo; propriedades anti-inflamatdrias;
estimula a liberagdo de cortisona, acdo antiserotonina;
imunossupressor, estimula o sistema nervoso central em doses
muito pequenas; doses mais elevadas séo neurotdxicas.

Massa
Classe ~ Componente molar
(Da)
Hiarulonidase 41000
8
E
N
IS
w
Fosfolipase A2 20000
Adolapina 11500
Melitina 2847
g
=]
g
a
Peptideo MCD 2500
Tertiapina 2500
Cardiopep 2500
Apamina 2027
§ Histamina, dopamina,
H noradrenalina, <500
< neurotransmissores

<1%

Dilata os vasos sanguineos, aumentando a permeabilidade dos
capilares sanguineos e aumenta a circulagéo sanguinea; estimula os
miusculos lisos; alergénicos.

Fonte: adaptado de ORSOLIC, 2012.

O conhecimento da composi¢do e mecanismo de a¢do do veneno
de abelha ndo havia sido estabelecido até os anos 1970 devido a
indisponibilidade de métodos adequados de analise. Deste modo, até
essa época, todos os efeitos da apitoxina haviam sido atribuidos a
atividade da enzima fosfolipase. O desenvolvimento de técnicas, tais
como eletroforese, cromatografia, filtracdo por permeagdo em gel, em
combinagdo com analises farmacolégicas e bioquimicas, permitiu a



29

identificacdo adequada de todos os componentes ativos do veneno de
abelha (LIMA e BROCHETTO-BRAGA, 2003). A investigacdo dos
componentes presentes na apitoxina tem sido realizada a bastante
tempo, sendo o trabalho desenvolvido por Habermann (1972) um dos
primeiros nessa linha. Desde entéo, diversos estudos tém sido realizados
a respeito da caracterizagdo dos componentes da apitoxina, bem como
de seus mecanismos de acdo (SON et al., 2007). Muitos destes
componentes foram isolados e caracterizados e as suas estruturas
primérias foram determinadas por técnicas bioquimicas (LIMA e
BROCHETTO-BRAGA, 2003). Son et al. (2007) relataram que o
veneno de abelha contém uma variedade de peptideos, incluindo a
melitina, a apamina, a adolapina e o peptideo MCD, enzimas (PLA, e
hialuronidase), aminas biologicamente ativas (histamina e epinefrina) e
componentes nao peptidicos, os quais tém uma variedade de
propriedades farmacéuticas.

O emprego da apitoxina na terapia alternativa como um potente
anti-inflamatorio se deve ao fato de que este composto pode modificar
as func¢des do sistema imunolégico do corpo e contribuir para 0 aumento
da producdo de cortisol, que por sua vez tem atividade anti-inflamatoria.
Esta estimulacdo da producéo de cortisol € o que confere a apitoxina o
potencial de tratamento para artrite e reumatismo (SON et al., 2007).
Estudos recentes relataram uma variedade de mecanismos de
funcionamento para o efeito antiartritico e anti-inflamatério da apitoxina
e seus constituintes. A diminuicdo da atividade das enzimas ciclo-
oxigenase?(COX-2) e PLA2 e a diminuicdo dos niveis de interleucinas®
IL-1 e IL-6, 6xido nitrico (NO), fator de necrose tumoral alfa® (TNF-a)
e espécies reativas e oxigénio® (ROS) esta associada com o efeito
antiartritico da melitina.

Além da melitina, outros componentes presentes na apitoxina
possuem potencial terapéutico. A adolapina também apresenta
propriedades anti-inflamatorias. Os efeitos de adolapina sdo devido,
presumivelmente, a sua capacidade de inibir o sistema de sintese de

2Enzima responsavel pela formacdo de importantes medidores bioldgicos chamados
prostandides. A inibicdo farmacoldgica da COX pode causar alivio aos sintomas
da inflamacdo e da dor.

As interleucinas possuem varias fungdes, a maioria delas estd envolvida na ativacéo
dos linfocitos e na inducéo da divisao de outras células.
4Citocinas capaz de provocar a morte de células (apoptose) tumorais e que possuem uma vasta

ama de acOes pro-inflamatorias.

Séo compostos quimicos resultantes da ativacdo ou reducdo do oxigénio molecular (O, O,
HzOz, 102, HO)
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prostaglandina por meio de propriedades inibitdrias da COX. Esse
peptideo ainda apresenta efeitos analgésicos e antifebril (SON et al.,
2007).

Em contraste a melitina, a apamina possui um modo de agéo
altamente especifico. Esse peptideo exerce influéncia sobre as
membranas pos-sindpticas do sistema nervoso central e periférico.
Mostrou-se que a apamina é um blogueador de canais de Ca*" e K.
Inibiu significativamente tanto a contracdo induzida da traqueia quanto a
liberacdo de histamina a partir de tecidos pulmonares, sugerindo que
este composto reduz a inflamacéo alérgica das vias respiratérias através
de um efeito estabilizador dos mastdcitos (SON et al., 2007).

O peptideo desgranulador de mastocitos (MCD - mast-cell-
degranulating) tem forte influéncia sobre as alergias, distdrbio este que
afeta aproximadamente 20 % da populagdo. A sua atividade bioldgica é
variada. Em concentragBes muito baixas, é o composto natural mais
potente a promover a liberacdo de histamina através da desgranulagéo
dos mastocitos. Por outro lado, em concentragBes mais altas, apresenta o
comportamento inverso, possui uma atividade antialérgica através da
inibicdo da liberacdo de histamina proveniente de mastocitos. Supde-se
gue essa ambiguidade esteja relacionada com a interacdo do peptideo
com a imunoglobulina E (IgE), que esta associada a reagdes alérgicas
(SON et al., 2007).

Em contrapartida, alguns dos componentes da apitoxina podem
apresentar acdo deletéria. Dentre eles destacam-se as enzimas que,
devido & sua faixa de massa molecular, sdo potencialmente alergénicas.
As mais destacadas na literatura sdo a PLA,, a hialuronidase e a
fosfatase 4cida.

Fosfolipase A2 (PLA,) é o nome atribuido a todas as enzimas
capazes de retirar, por meio de hidrélise, o &cido graxo situado na
posicdo 2 da molécula de lecitina e substratos similares
(fosfodiacilglicerdis), substancias largamente presentes nas membranas
celulares. Esta enzima estd naturalmente presente em todos os seres
vivos, sendo que os pesos moleculares, as estruturas quimicas e as
funcbes paralelas a ela associadas variam acentuadamente conforme o
organismo produtor, acarretando os mais diversos espectros de efeitos
fisiolégicos. Dependendo da origem, a PLA, pode acarretar efeitos
anticoagulantes e inflamatdrios. No entanto, estas acfes toxicas estdo
relacionadas a por¢des da molécula distintas do centro ativo responsavel
pela atividade enzimatica (NICOLAS et al., 1997). Na apitoxina existem
duas estruturas de PLA,, ambas com peso molecular da ordem de
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11.000 Da e estruturas bem caracterizadas (MAIA, 2002). Usualmente
considera-se o teor médio de 12 % mas, segundo Schumacher, Egan e
Tanner (1996), as concentracGes podem variar de 1,8 a 27,4 % m/m,
sendo geralmente maiores nas abelhas africanas que nas europeias. Em
pequenas doses, a PLA, da apitoxina ndo apresenta danos, exceto para
pessoas alérgicas. Em doses elevadas (por exemplo, associadas a
centenas de picadas simultaneas) ocorrem efeitos toxicos associados a
inibicdo da agregacédo de plaquetas (HAKALA et al., 1999; WATALA e
KOWALCZYK, 1990), necroses nas celulas do musculo esquelético
(OWNBY et al., 1997) e do pancreas (MOSSNER et al., 2000).

A hialuronidase é uma enzima facilitadora da difuséo de liquidos.
Esta, age despolimerizando reversivelmente 0 acido
hialurdnico existente ao redor das células do tecido conjuntivo,
reduzindo temporariamente a viscosidade desse tecido e tornando-o
mais permeéavel a difusdo de liquidos. Com isso, propicia a difusdo dos
demais componentes do veneno (MAIA, 2002).

A fosfatase &cida da apitoxina é considerada o principal
alergénico em 18% dos pacientes alérgicos (KETTNER et al., 1999).
Esta enzima estd associada & liberacdo de histamina dos basdfilos
humanos, além de produzir inflamacéo e ardor na pele (MAIA, 2002).

Son e colaboradores (2007) demonstraram que diversos estudos
experimentais e clinicos evidenciaram que a terapia com veneno de
abelha pode ser usada como um tratamento alternativo para varias
doencas, tais como artrite, dor, e cancer. De fato, ja é possivel encontrar
produtos elaborados para essas finalidades, tais como cremes topicos
para aliviar dores, inflamacdes e combater o reumatismo. No entanto,
varias preocupacdes surgem a respeito do uso da apitoxina in natura. A
via de injecéo, a dose, o sistema de entrega e, principalmente, os efeitos
colaterais precisam ser considerados com cuidado antes do tratamento
clinico com apitoxina.

A aplicagdo terapéutica da apitoxina ja foi amplamente
comprovada. Nao se trata de uma opcdo desprovida de riscos, mas
existem recursos tecnoldgicos para que sejam amplamente minimizados.
Os componentes mais alergénicos da apitoxina sdo as enzimas com peso
molecular acima de 10.000 Da e os de interesse terapéutico sdo cadeias
com peso molecular entre 2.000 e 3.000 Da, além de outros ainda
menores. Partindo desta premissa, pode-se conseguir uma drastica
reducdo da alergenicidade do veneno de abelha mediante técnicas de
fracionamento por peso molecular, como a cromatografia em coluna, a
dialise e a ultrafitracdo.
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Sob a éptica financeira, a apitoxina é uma fonte valiosa, cujo
aproveitamento esta muito abaixo de suas potencialidades, apesar da
posicdo de destaque ja ocupada pela apicultura brasileira no mercado
mundial, principalmente através da prépolis. Isto se deve as dificuldades
ainda encontradas no Brasil para o fracionamento adequado da apitoxina
e, até mesmo, para o fornecimento de garantias de autenticidade e
pureza do produto.

2.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS DA MELITINA

A melitina (C131H,29N39031) € 0 principal componente do veneno
de abelha e representa, aproximadamente, 50 % da massa do veneno
seco. E formada a partir de sua precursora, a promelitina, durante a sua
sintese na abelha e formilada em uma fase posterior, ainda dentro do
organismo da abelha. Constitui-se em um peptideo catibnico com 26
residuos de aminoacidos (conforme pode ser observado na Figura 1) e
sua massa molar é de 2847,5 Da. A melitina possui uma extremidade
amino-terminal, composta, predominantemente, por aminoacidos
hidrofdbicos (residuos 1-20) e uma extremidade carboxi-terminal
composta, principalmente, por aminoacidos hidrofilicos (residuos 21-
26). O peptideo tem uma carga liquida positiva de z = 5 devido a
presenca de trés lisinas e duas argininas. Quatro desses residuos formam
um cluster (-KRKR) na extremidade carboxi-terminal. A lisina-7 (K-7)
esta incorporada na regido amino-terminal (hidrofobica) do peptideo.
Em particular, a distribuicdo assimétrica de aminoacidos nao-polares e
polares produz uma estrutura anfifilica quando o peptideo adota a
conformagio a-hélice (KLOCEK e SEELIG, 2008).

Figura 1- Representacdo esquematica da sequéncia de aminoacidos da melitina.
Os residuos hidrofébicos estdo representados pelos circulos em branco, os
residuos polares estdo indicados pelos circulos em cinza, enquanto que 0s
residuos carregados positivamente estdo representados pelos circulos em
vermelho.

L 5 10 15 20 25
ly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-GIn
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Fonte: adaptado de Klocek e Seelig (2008).

Rex e Schwarz (1998) determinaram a estrutura cristalina da
melitina em solucdo aquosa por analise de raios X, com alta resolucédo
de 2 A, conforme pode ser observado na Figura 2a. Cada molécula é
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composta por dois segmentos a- helicoidais com uma inclinagdo devido
a presenca da prolina na posicdo 14. Por conseguinte, a forma geral €
chamada de "haste dobrada”.

Figura 2 - (a) Estrutura cristalina a-hélice da melitina; (b) Diagrama de roda
helicoidal da melitina: aminoacidos polares e carregados positivamente estao
representados em cinza e vermelho, respectivamente.

Fonte: (a) adaptado de Rex e Schwarz (1998); (b) adaptado de Klocek e Seelig (2008).

Embora a melitina contenha uma elevada propor¢do de
aminoacidos hidrof6bicos, apresenta alta solubilidade em agua e
solubilidade moderada em metanol. Além disso, & muito sensivel as
condicdes da solucdo e pode adotar diferentes conformagdes e estados
de agregacdo em solucdo aquosa: é amplamente desestruturada em agua,
mas forma uma o- hélice ao ligar-se a membranas lipidicas
(BECHINGER e LOHNER, 2006).

Em baixa concentragdo e baixa forca ibnica a melitina ocorre,
principalmente, como um mon6émero com conformacdo de hélice
aleatoria. Todavia, quando a concentracdo do peptideo e/ou a
concentracdo de sal € aumentada, ocorre agregacdo em um tetramero de
estrutura de o-hélice (Figura 3) (LADOKHIN e WHITE, 2001;
MONETTE e LAFLEUR, 1995; SHAI, 2002).

O pH da solugdo aquosa também influencia os estados
conformacionais do peptideo, o qual se apresenta na forma de tetrdmero
nas concentragdes em que se encontram dentro dos sacos de venenos das
abelhas. Quando nesta conformacgdo, provoca a despolarizacdo das
terminagdes nervosas, causando dor. Quay e Condie (1983) observaram
modificacdo da conformagdo da melitina para um tetrdmero a pH
elevado, apesar da concentracdo e da forca ibnica da solucdo serem
mantidas a um nivel baixo. Em concentracdo minima necessaria para o
rompimento celular, ela se encontra na forma monomérica. Dessa
forma, os estudos tém mostrado que a auto-associacdo/agregacdo do



34

peptideo é um processo complexo e depende da concentracdo do mesmo
e das propriedades da solucdo, tais como forca idnica e o pH (KLOCEK
e SEELIG, 2008).

Figura 3 - Representacdo da melitina na forma de: (a) tetrdmero (ocorréncia
natural) e (b) monémero.

W

i ?-er W&ﬁ@
2d
(@) ()

Fonte: WEINBERG (2011).

A melitina é conhecida por exercer uma variedade de efeitos
sobre as membranas celulares. Ela induz alteragcdes estruturais das
membranas, tais como a formagdo de poros, fusdo, e formagdo de
vesiculas. Estas alteracbes morfologicas nas membranas podem ser
atribuidas a capacidade que esse peptideo possui de induzir a secrecéo
de horménios, além da habilidade de agregar proteinas nas membranas
plasmaticas e alterar o potencial de membranas. Ademais, a melitina
estimula diversas enzimas, incluindo a proteina-G, a proteina-quinase C,
a adenilato-ciclase, as fosfolipases C2 e D e, principalmente, a PLA,,
aumentando em até cinco vezes a sua atividade (ORSOLIC, 2012). As
habilidades da melitina de modificar membranas celulares e estimular
enzimas sdo responsaveis por conferir diversas de suas propriedades
terapéuticas.

2.3 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS E MECANISMOS DE
ACAO DA MELITINA

2.3.1 Atividade litica

Este peptideo é uma molécula anfétera devido a disposicdo
especifica dos aminoacidos na cadeia. Esse carater anfifilico confere
uma acdo litica a melitina, agindo como um detergente natural de
elevada atividade interfacial. Embora seja solivel em agua como um
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mondmero ou tetrdmero, este polipeptideo rapidamente se incorpora nas
membranas naturais e sintéticas. Sua baixa especificidade, no entanto,
permite que a mesma interaja com todas as membranas lipidicas
(HOSKIN e RAMAMOORTHY, 2008). Esse atributo permitiu que a
mesma fosse usada como um peptideo modelo adequado para o
monitoramento de interacGes lipideo-proteina em membranas celulares
(RAGHURAMAN e CHATTOPADHYAY, 2007), tornando-a o
composto mais importante para esse tipo de estudo.

A base da acdo litica é a ruptura fisica e quimica da estrutura da
membrana, resultando na formagdo de poros e em um profundo
comprometimento da barreira de permeabilidade da célula (YANG et
al., 2001). Os atributos toxicos da melitina advém justamente de suas
propriedades hemoliticas, uma vez que a mesma promove ruptura dos
eritrocitos logo apos o contato com essas células, como esquematizado
na Figura 4. No entanto, apesar de potencialmente tdxica para células
eucaridtica e procaridtica, a melitina apresenta-se como um peptideo
com amplo espectro de atividade antimicrobiana, sendo capaz de
combater diversos patdgenos.

Figura 4 - Intera¢do da melitina com eritrdcitos.

Fonte: WEINBERG (2011).

Desta forma, mostrou-se que a melitina exerce efeitos inibitorios
sobre a Borrelia burgdorferi, bactéria que causa a doenga de Lyme
(LUBKE e GARON, 1997). Também foi observado que a melitina mata
leveduras Candida albicans (KLOTZ et al., 2004) e suprime infeccdes
causadas pelas bactérias Mycoplasma hominis e Chlamydia trachomatis
(LAZAREV et al., 2005). Um estudo de Asthana, Yadav e Ghosh
(2004) demonstrou que é possivel manter a atividade bactericida da
melitina e modular sua atividade hemolitica substituindo-se alguns
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residuos de aminoécidos na cadeia. Neste estudo foram substituidas as
leucinas 6 e 13 por alaninas, dando origem a dois novos peptideos
gerados a partir da melitina. Esses peptideos mutantes apresentaram
menor permeabilidade em membranas zwiteribnicas, porém, em
vesiculas lipidicas carregadas negativamente a permeabilidade se
manteve inalterada. Ademais, a atividade antimicrobiana permaneceu a
mesma nos novos peptideos.

A interacdo melitina-lipideo tem sido estudada extensivamente a
fim de determinar a natureza dessa interagdo. No entanto, até o
momento, o mecanismo molecular de atuacdo da melitina ndo foi
completamente elucidado. Muitas evidéncias apontam que diferentes
mecanismos ocorrem em distintas situa¢Oes, conferindo, assim, uma
gama de efeitos desse peptideo. Estudos indicam que interacfes
hidrofdbicas, e também eletrostaticas, estdo envolvidas na ligacdo
melitina-lipideo. Ademais, mostrou-se que a melitina natural possui
maior afinidade por membranas carregadas negativamente que por
membranas zwiteridnicas (WEINBERG, 2011).

O colesterol também possui fortes influéncias sobre a atividade
litica da melitina. O colesterol presente nas células eucariéticas acaba
por induzir uma formagdo compactada da membrana lipidica, reduzindo
a capacidade de ligacdo entre peptideos e a membrana. Além disso, o
residuo de aminoacido triptofano presente na melitina tem a capacidade
de formar um complexo bastante estavel com a molécula de colesterol.
Os eritrécitos, que sdao um alvo natural da melitina, sdo ricos em
moléculas de colesterol (WEINBERG, 2011).

Foi demonstrado que o colesterol reduz a atividade litica da
melitina. A concentragdo necessaria para romper 50% das células
analisadas foi 3 vezes menor em eritrocitos empobrecidos em colesterol
do que em eritrécitos de controle. O LDs,’ para a ruptura induzida pela
melitina em eritrécitos normais foi de aproximadamente 0,67 UM,
enguanto em eritrdcitos empobrecidos, 0 LDs, foi de apenas 0,21 uM
(RAGHURAMAN e CHATTOPADHYAY, 2005).

2.3.2 Efeito anti-inflamatdrio, anestésico e nociceptivo

Além de sua poderosa atividade litica e antibactericida, a melitina
possui muitas outras propriedades terapéuticas. Sua propriedade anti-
inflamatéria é amplamente conhecida e a séculos é usada para tratar

Em toxicologia, dose letal mediana (DLso) é a dose necessaria de uma dada substancia ou tipo
de radiacéo para matar 50% de uma populagéo em teste.
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diversas condi¢Bes clinicas (ACS, 2008). A inibicdo de diversos
aspectos da resposta inflamatéria é de grande interesse. Apesar da
grande variedade de classes farmacoldgicas e farmacos que tém sido
usadas como analgésicos e anti-inflamatérios por décadas, existe uma
busca continua por novas alternativas, tanto pela baixa eficacia quanto
pelos efeitos colaterais devido ao uso prolongado dos remédios
tradicionais.

As terapias atuais utilizam-se de anti-inflamatdrios néo-
esteroidais (aspirina, ibuprofeno e fenilbutazona) e esterdides (cortisona,
prednisona e dexametasona). Todas elas tém efeitos colaterais
acentuados devido & necessidade de tratamento permanente. Em
especial, os farmacos esteroidais podem acarretar em impoténcia,
edema, queda da resposta imunolégica, crescimento excessivo dos
cabelos e irregularidades cardiacas, além de Ulceras e problemas renais.
Pelo emprego da apitoxina, varios pesquisadores ja demonstraram que é
possivel reverter a evolugcdo da doenca sem ocorréncia de efeitos
colaterais. (MAIA, 2002)

Outro aspecto importante na terapia contra inflamagdes e artrites
empregando-se veneno de abelha é a via de injecdo. Diversos estudos
tém mostrado a relevancia da acupuntura combinada com a apiterapia
no tratamento de doengas (LEE et al., 2005). Os resultados sugerem que
o0 local da aplicagéo das agulhas tem forte influéncia sobre o tratamento
e que a acupuntura combinada com o veneno de abelha apresenta
resultados muito mais satisfatorios (LEE et al., 2004).

Em um estudo realizado por Son e colaboradores (2007), dez
pacientes diagnosticados com reumatismo receberam tratamento através
de acupuntura combinada com veneno de abelha duas vezes por semana
durante 3 meses. O estudo mostrou melhora notavel em 2 pacientes, boa
melhora em 5 casos e melhoria efetiva em 2 casos.

Ainda no mesmo estudo foi reportado o extenso mecanismo anti-
artritico e anti-inflamatorio da melitina através da reducdo da atividade
das enzimas COX-2 e PLA, e dos niveis de TNF-a, IL-1, IL-6, NO e
ROS. Além disso, outros trabalhos comprovaram que a melitina inibe o
edema (CHANG e BLIVEN, 1979) e a nocicepcdo (LEE et al., 2001),
bem como sinais inflamatdrios em ratos (LEE et al., 2005) e a
inflamacdo articular em coelhos (THOMSEN et al., 1984). Finalmente,
observou-se que o veneno de abelha reduz a producdo de mediadores
inflamatdrios de artrite em modelos animais (LEE et al., 2005).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar os efeitos
anti-inflamatorios e antinociceptivos induzidos pelo veneno da abelha.
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Foi demonstrado, por exemplo, que o mesmo inibe a expressdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2), enzima responsavel pela formacdo de
importantes mediadores biol6gicos chamados prostandides (a inibicdo
farmacoldgica das COXs pode causar alivio aos sintomas de inflamacéao
e dor), bem como a producdo de citocinas inflamatérias e do dxido
nitrico (NO), induzida por diferentes estimulos inflamatérios. Foi ainda
reportado que a melitina aumentou a producédo de cortisol em macacos e
cdes, um efeito que pode também contribuir para a sua atividade anti-
inflamatdria (MERLO et al., 2011).

Além da poderosa atividade anti-inflamatéria, a melitina também
apresenta atividade analgésica. E sabido que a picada de abelha
inicialmente produz dor e hiperalgesia (sensibilidade exagerada a dor ou
sensacao elevada a estimulos dolorosos). Porém, hd muitas evidéncias
de que a melitina apresenta efeito anestésico sobre inflamagdes. Como
dito anteriormente, o veneno de abelha tem sido usado para aliviar a dor
e tratar doencas inflamatorias cronicas. Injecdes subcutaneas de melitina
através de acupuntura tém sido usadas para produzir um potente efeito
analgésico.

Kwon et al. (2001) relataram um efeito anti-nociceptivo de
injecdes de veneno de abelha em um ponto de acupuntura especifica
(ponto Zusanli) em pacientes com artrite crénica. Em comparagdo com
uma inje¢do num ponto ndo acupunterdpico, o veneno de abelha reduziu
significativamente o comportamento nociceptivo induzido pela artrite.
Isto sugere que uma injecdo de melitina diretamente num ponto de
acupuntura pode produzir um efeito anti-nociceptivo potente.

Os efeitos anti-inflamatérios e anti-nociceptivos do veneno da
abelha e da melitina em uma reacdo inflamatéria localizada também tém
sido relatados por Lee et al. (2001). Em animais normais, uma injecdo
de veneno de abelha no membro posterior resultou num ligeiro aumento
no nivel de expressio da proteina c-Fos’ na medula espinhal, sem
produzir qualquer comportamento nociceptivo detectavel ou
hiperalgesia. Em seguida, um pré-tratamento com veneno de abelha
antes da injecdo de carragenina suprimiu o edema da pata e a
hiperalgesia térmica provocada pela carragenina. Estes resultados
sugerem que o pré-tratamento com melitina tem efeitos anti-
nociceptivos e anti-inflamatérios contra a dor inflamatoria induzida pela

Estd envolvida em mecanismos celulares importantes, incluindo a proliferacdo celular,
diferenciacéo e sobrevivéncia. Foi descoberto que a proteina c-Fos contribui para a indugéo da
apoptose.
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carragenina. Logo, isto também sugere que a melitina pode ser (til no
tratamento da dor e edema associado as doencas inflamatdrias cronicas.

O mecanismo preciso da acdo anti-nociceptiva da melitina ainda
ndo foi completamente elucidado, mas varios mecanismos tém sido
propostos. Na revisdo literaria de Son e colaboradores (2007), diversos
desses possiveis mecanismos estudados sdo descritos.

2.3.3 Influéncias sobre a pressao arterial

Com o tratamento secular de bursites, artrites, tendinites e
reumatismo, logo surgiu o interesse de se investigar a interferéncia da
melitina sobre o sistema cardiovascular. Estudos mostraram que o
veneno de abelha bruto produzia uma resposta hipotensiva em gatos,
ratos e sapos. (MARSH E WHALER, 1980)

Marsh e Whaler (1980) investigaram mais profundamente o
efeito do veneno sobre o sistema cardiovascular. No estudo, os efeitos
cardiovasculares do veneno de abelha e seus principais constituintes,
melitina e PLA, foram monitorados ao serem injetados em ratos
anestesiados e em coragdes de ratos isolados. Inje¢des do veneno bruto
(5-20 pg) paralisaram os coragdes isolados irreversivelmente em 30-60
s. Nos animais anestesiados, o veneno bruto causou dois efeitos
contréarios de acordo com o nivel de repouso dos ratos. Nos animais com
uma pressao sanguinea média de 95/67 mmHg, o veneno (0,5 mg/kg)
causou um aumento de cerca de 20 mmHg em 30 s; em animais com
uma pressdo sanguinea média de 138/112 mmHg, o veneno (0,7 mg/kg)
causou uma queda acentuada. Em ambos os casos, a pressao arterial
voltou aos niveis de pré-injecdo ap6s 5 min. A maioria desses efeitos foi
atribuida ao constituinte principal do veneno, a melitina. Esta, paralisou
irreversivelmente o coragdo isolado em 37-64 s usando-se uma
quantidade de 20-40 ug, enquanto a PLA, ndo produziu qualquer efeito.
Este estudo mostrou que a melitina é uma potente cardiotoxina.

Mais recentemente, e de uma forma mais aprofundada, os
mesmos resultados foram corroborados por Kang et al. (2008). Em ratos
anestesiados, a pressdo arterial média, pressdo sistolica, pressdo de
pulsacdo foram reduzidos pela injecdo do veneno, mesmo que O
batimento cardiaco tenha aumentado. As alteracGes apresentaram uma
dependéncia direta com a dose injetada. Foi mostrado que o veneno de
abelha induz depressdo cardiovascular, diminuindo a pressdo cardiaca e
aumentando a concentracdo de magnésio ionizado no sangue.

Em contrapartida, outro estudo realizado em ratos com pressdo
arterial normal e ratos com pressdo arterial baixa induzida por choque
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hemorragico, mostrou que a melitina aumenta a pressao arterial e reverte
a hipotensdo em situacdes de choques hemorragicos. Verificou-se que a
injecdo de melitina em condi¢Bes normais e hipotensas de presséo
arterial produz respostas, aumentando o0s niveis de adrenalina,
noradrenalina e vasopressina no plasma e aumenta a atividade da renina
(enzima que regula a presséo arterial) (YALCIN e SAVCI, 2007).

2.3.4 Atividade anticancerigena

Um dos primeiros estudos a indicar o possivel efeito antitumoral
do veneno de abelha foi o de McDonald, Li e Mehta (1979). O grupo
examinou as possiveis propriedades antitumorais do veneno de abelha
estudando a mortalidade de apicultores profissionais. Analisando-se 0s
obitudrios, os autores estabeleceram a causa de morte entre o0s
apicultores e comparou-0s com o0s da populacdo em geral. O estudo
mostrou que a incidéncia de mortalidade por cancer nos apicultores que
foram expostos ao veneno durante a vida de trabalho era ligeiramente
inferior do que na populacdo em geral. Além disso, a mortalidade por
cancer de pulmao foi significativamente mais baixa nos apicultores em
comparagdo com a populacdo. Em contrapartida, a mortalidade por
outras doencas era igual ao resto da populagdo em geral. O estudo
sugeriu que o veneno de abelha poderia possuir efeito quimioterapico.

Depois disso, um grande numero de estudos demonstrou
propriedades antitumorais do veneno e, em particular, do seu principal
constituinte, a melitina. Relatorios recentes apontam para varios
mecanismos responsaveis pela citotoxicidade do veneno em diferentes
tipos de células cancerosas, tais como: alterac@es do ciclo celular, efeito
sobre a proliferacdo e/ou inibigdo do crescimento tumoral e indugdo de
apoptose ou necrose do tecido tumoral. Comprovadamente, a melitina
apresentou atividade anticancerigena in vivo e in vitro em um largo
espectro de células cancerosas, tais como em tumores de rins, pulmdes,
figado, prostata, mamas e bexiga, além de células leucémicas,
melanoma® e osteossarcoma’ (GAJSKI e GARAJ-VRHOVAC, 2013;
ORSOLIC, 2012).

8Melanomaé um tipo de cancer que atinge o tecido epitelial, mais especificamente a os
melandcitos presentes na camada basal da epiderme. Representa 5% dos tipos de cancer da
ele, sendo 0 mais grave.

Osteossarcoma € o0 tipo mais comum detumor 6sseo maligno. O tumor ocorre
preferencialmente na regido da metastase 6ssea de ossos tubulares longos. Cinquenta por cento
dos casos ocorrem proximos aos joelhos. Se propaga rapidamente para os pulmdes e, com
menos frequéncia, para outros 6rgaos.
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O carcinoma é o tipo de cancer mais comum nos seres humanos,
podendo surgir em praticamente todos os tecidos do corpo. Chama-se de
carcinoma o cancer que se origina de um tecido epitelial, ou seja, o
tecido que recobre a pele e a maioria dos érgdos. Mostrou-se que a
melitina inibe a proliferacdo de células de carcinoma e o crescimento
tumoral in vivo. A inibicdo do crescimento tumoral pela melitina foi
relacionada com a estimulacdo da resposta imunitaria celular
(ORSOLIC, 2012). A inducdo da apoptose™, necrose e quebra das
células tumorais foram considerados possiveis mecanismos pelos quais
a melitina inibe o crescimento tumoral. Embora alguns estudos
demonstraram claramente que a melitina possui efeitos anti-
proliferativos e pré-apoptoticos, 0s mecanismos precisos responsaveis
por estes efeitos em células tumorais ainda sdo desconhecidos.

O processo em que células cancerosas se disseminam pela
corrente sanguinea e formam sub-populagdes de células malignas em
outros locais diferentes e/ou distantes do local de origem, denomina-se
metastase. Esta capacidade de invadir tecidos adjacentes agrava muito a
situacdo da doenca e dificulta a evolucdo de cura, sendo a principal
causa de morte em pacientes com cancer. Em um artigo recente, Liu et
al. (2008) demonstraram que a melitina inibe a metastase de células
tumorais em ratos através da reducdo da movimentacdo e migracdo das
células cancerigenas. O autor sugere que a melitina é um potencial
agente terapéutico para o cancer primario de figado (carcinoma
hepatocelular), bem como um agente anti-metastatico.

A maioria dos peptideos liticos produzidos pelos insetos, anfibios
e mamiferos tém uma estrutura anfipatica, que se liga preferencialmente
e se insere em membranas celulares carregadas negativamente. Células
eucaridticas normais possuem um baixo potencial de membrana, ao
contrario das membranas celulares de células procarioticas e cancerosas
gue possuem um grande potencial de membrana. Por essa razdo, muitos
peptideos liticos rompem seletivamente as membranas de células
cancerigenas, ao invés de atacar células normais.

De acordo com Gajski e Garaj-Vrhovac (2013), a melitina é um
composto interessante para o tratamento quimioterdpico de cancer, pois
as células cancerosas tém menos probabilidade de desenvolver
resisténcia a um formador de poros em membranas. A combinacdo de
um farmaco quimioterapéutico em conjunto com a melitina pode ser
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Apoptose: conhecida como "morte celular programada”, é um tipo de autodestruicdo celular.
A apoptose pode realizar quatro fungdes bésicas: esculpir estruturas, eliminar estruturas,
regular a quantidade de células e eliminar células defeituosas.
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sinérgica, reduzindo desse modo a dose terapéutica necessaria dos dois
componentes (HUI, LEUNG e CHEN, 2002). Embora as potenciais
aplicabilidades da melitina como um agente quimioterapéutico contra o
cancer tém sido reconhecidas, a rapida degradacdo do peptideo na
corrente sanguinea e a sua atividade litica de baixa especificidade
celular constituem desafios significativos (PAN et al., 2011).

O principal aspecto negativo da quimioterapia tradicional contra
0 cancer estd relacionado com as altas concentraces de agentes
terapéuticos que acabam causando graves efeitos colaterais. Melhorar a
eficacia e a especificidade de quimioterapicos através de sistemas de
armazenagem e liberacdo de farmacos é um objetivo chave. Neste
sentido, nanoparticulas abrem novas fronteiras para o tratamento contra
0 cancer. Particulas em escala nanométrica podem atuar como um
veiculo de entrega de farmacos de combate ao cancer, adentrando na
vasculatura do tumor, permitindo acesso direto a célula cancerosa.

Tumores possuem vasos sanguineos anormais com diversas ma
formacBes, muitas ramificacbes e elevada tortuosidade. Estes vasos
sanguineos sdo passiveis de vazamento devido a anormalidades na
membrana. Isto resulta em aumento da permeabilidade e permite a
passagem de moléculas através da parede dos vasos para o intersticio
envolta das celulas cancerigenas. Os espagos entre as células endoteliais
proveniente de ma formagdo nos vasos sanguineos possuem tamanhos
que variam de 100 a 780 nm dependendo do tipo de tumor. Em
contraste, as juncOes endoteliais de vasos normais apresentam tamanhos
entre 5 a 10 nm. Encontrando-se uma maneira de direcionar
nanocapsulas contendo farmacos para estas aberturas em tumores, é
possivel entregar altas concentragGes de fa&rmaco diretamente nas células
cancerigenas, diminuindo a toxicidade em tecidos normais e
consequentemente, os efeitos colaterais.

Soman et al. (2009) desenvolveram uma estratégia especifica
para sintetizar um veiculo de entrega para peptideos citoliticos em
nanoescala. Os autores incorporaram melitina na monocamada externa
de uma nanoparticula lipidica de perfluorocarbono. A farmacocinética
favoravel deste sistema de entrega permitiu a acumulagdo de melitina
em tumores in vivo e uma dréstica reducdo do crescimento tumoral, sem
quaisquer sinais evidentes de toxicidade em células normais. A
incorporacdo de melitina em nanoparticulas prolonga o tempo de
circulacéo do peptideo, permitindo, assim, uma maior probabilidade de
acumulacdo no tumor e em alvos especificos, como em locais de
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angiogénese'. Essas nanoparticulas de perfluorocarbono, portanto,
representam o primeiro de uma classe de veiculos de entrega a base de
lipideos exclusivos para melitina e outros peptideos citoliticos com
amplo espectro de atividade antitumoral que pode ser explorado para a
terapia anticancer.

2.3.5 Epilepsia

A epilepsia € uma doenca neural em que a pessoa apresenta
repetidas convulsdes devido a uma enorme perturbacdo da comunicagdo
elétrica entre os neurdnios no cérebro, levando a liberagéo temporaria de
energia excessiva. E uma condicéo clinica motivada pela hiper excitacio
de neurdnios, causada pela interrupcéo no fluxo de ions de célcio, sédio
e potassio. Na epilepsia, a atividade excessiva da S100B, uma proteina
gue se liga ao célcio, tem sido observada em todo o processo de
desenvolvimento de epilepsia e € um importante regulador deste
processo (VERMA, SINGH e SMITA, 2013).

A interacdo da melitina com a proteina S100B foi observada na
presenga e na auséncia de célcio por Baudier et al. (1987), os quais
relataram que as mudancgas conformacionais induzidas na S100B, pelo
complexo formado com a melitina, altera drasticamente a afinidade da
porteina por caélcio.

Em outro estudo, Verma, Singh e Smita (2013) analisaram a
interacdo da melitina com S100B wusando varias abordagens
computacionais. O estudo previu as exatas alteracdes na conformagéo da
S100B causadas pelo complexo formado com a melitina, indicando que
essas alteracdes inibem os centros reativos da proteina de se ligaram ao
Ca?". Os resultados apontarm que a melitina ajuda na manutencéo do
equilibrio i6nico, inicialmente desbalanceado, devido a elevada
atividade da proteina S100B. Esse estudo também suporta a hipétese de
gue a melitina tem potencial para interromper o funcionamento da
S100B e que, portanto, pode ser um promissor agente terapéutico para o
tratamento de epilepsia no futuro.

2.3.6 HIV

Apesar de recentes avan¢os no tratamento de combate ao HIV-1,
ainda existe uma necessidade de desenvolvimento de agentes virucidas

1, . . .
Angiogénese: termo usado para descrever o mecanismo de crescimento de novos vasos
sanguineos a partir dos ja existentes.
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tépicos que impecam a infeccéo inicial. A melitina livre consegue inibir
a infeccdo por HIV-1 através de sua atividade litica, rompendo o
involucro lipidico do virus. Porém, devido a sua baixa especificidade, a
melitina também ¢é tdxica para as células endoteliais, como as da vagina.
(HOOD et al., 2013)

No entanto, a melitina formulada como uma nanoparticula parece
ser totalmente inerte contra células vaginais in vitro e ainda mantém sua
toxicidade contra virus. A inércia das nanoparticulas de melitina frente a
células normais in vivo também foi demonstrada, mesmo realizando-se
multiplas administragfes intravenosas consecutivas que excedem 50 %
da dose letal aceita para melitina livre (SOMAN et al.,, 2009).
Diferentemente do involucro lipidico do virus, as células normais tém
uma maior area de superficie de membrana lipidica e podem
rapidamente reparar defeitos na membrana. Além disso, a carga viral
(RNA) estd sob tensdo muito maior do que o contelddo das células
normais e é, portanto, mais sensivel a ruptura. Combinadas, essas
diferencas podem explicar a disparidade entre a toxicidade celular e
viral apresentadas no estudo.

Com base nesta constatacdo, Hood et al. (2013) sugeriram a
elaboracdo de uma emulsdo de nanoparticulas carregadas com melitina
como agente virucida topico a ser aplicado na vagina com a finalidade
de combater a infec¢do inicial do virus do HIV-1. A melitina livre e as
nanoparticulas carregadas com melitina foram testadas a fim de verificar
suas citotoxicidade e habilidade de inibir a infecgdo pelo virus. Como
esperado, a melitina livre apresentou toxicidade em células normais,
bem como também inibiu a infeccdo viral. Em contrapartida, as
nanoparticulas anti-HIV inibiram a infeccdo pelo virus, sem apresentar
gualquer toxicidade em células normais.

Além disso, as nanoparticulas apresentam a vantagem de ter
como alvo uma propriedade fisica, desintegrando o invélucro lipidico do
virus, sendo uma das primeiras tecnologias a permitir de fato eliminar o
virus no tratamento contra o HIV. Em contraste, a maioria dos
medicamentos anti-HIV somente inibem a capacidade do virus em se
replicar, ndo apresentando efeito sobre a infec¢do inicial e, em alguns
casos, 0 Virus encontra maneiras de contornar os fArmacos e continuar se
reproduzindo. Ainda de acordo com os autores, as nanoparticulas de
melitina atacam as membranas virais de forma indiscriminada. Portanto,
este conceito ndo esta limitado ao HIV. Muitos virus, como a hepatite B
e C, contam com o mesmo tipo de involucro de protecdo e seriam
vulnerdveis as nanoparticulas de melitina.



45

2.4 DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS PARA
ENTREGA CONTROLADA DE FARMACOS CONTENDO
MELITINA

O nOmero crescente de novas tecnologias de origem
biotecnoldgica, tais como anticorpos, horménios e vacinas com grande
potencial terapéutico, faz do estudo de sistemas de entrega de proteinas
uma importante area de pesquisa. De acordo com um relatério da
PhRMA (Pharmaceutical Research and Manufacturers of America),
foram identificados 418 novos medicamentos biotecnoldgicos para mais
de 100 doencas, incluindo cancer, doencas infecciosas, doencas auto-
imunes, AIDS/HIV e outras condigdes clinicas relacionadas (Figura 5).
Estes medicamentos estdo em testes clinicos em humanos ou sob revisao
pela FDA (Food and Drug Administration) (TAUZIN, 2006). Contudo,
o0 potencial terapéutico de farmacos de origem proteica, bem como a sua
aplicacdo clinica, é muitas vezes dificultada por obstaculos a sua entrega
bem sucedida in vivo.

Figura 5 - Farmacos biotecnolégicos em desenvolvimento por categoria
terapéutica.
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Fonte: Adaptado de Almeida e Souto (2007).

Por serem moléculas altamente vulneraveis, proteinas
normalmente apresentam um curto tempo de meia-vida in vivo devido a
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degradacdo por enzimas, seja no local de administracdo ou em seu
caminho para o local de acdo farmacoldgica.

Independentemente da via de administragdo, muitas das proteinas
terapéuticas ndo possuem as propriedades fisico-quimicas necessarias
para serem absorvidas e alcancar ou entrar nas células alvo,
necessitando, assim, de sistemas de entrega que visam superar essas
limitagBes, melhorando o desempenho dessas farmacos. Com essa
finalidade, sistemas particulados de armazenagem, tais como
lipossomos, microesferas, micelas e nanoparticulas estdo atualmente em
desenvolvimento (ALMEIDA e SOUTO, 2007).

Em biomedicina, o uso de RNAs de interferéncia (conhecidos
como siRNA — small interfering RNA) tém sido usados para desativar ou
incapacitar genes defeituosos de se replicar, inibindo, assim, sua
expressdo genética. Empresas farmacéuticas em todo o mundo tém
focado suas pesquisas nesta tecnologia com perspectivas de desenvolver
terapias para infeccdes virais e cancer.

Esta tecnologia se depara com as mesmas dificuldades dos
farmacos de origem proteica. As principais barreiras que impedem o
sucesso das terapias baseadas em SiRNA compreendem a pobre
absorcdo celular e a instabilidade de siRNA livre. Sua elevada massa
molar (14 kDa) e a alta carga superficial também impedem a passagem
do siRNA através da membrana celular para atingir o compartimento
citoplasmatico onde o siRNA atua. Essas caracteristicas, combinadas
com sua baixa meia-vida (de somente 10 min), requerem a encapsulacéo
do siRNA.

Tradicionalmente, os sistemas de encapsulacdo usados, tais como
lipideos catidnicos e polimeros, apresentam alta eficiéncia, mas também
apresentam elevada citotoxicidade. Neste contexto, Hou et al. (2013)
desenvolveram nanoparticulas baseadas na habilidade da melitina de
romper membranas, podendo, dessa maneira, contribuir para um sistema
de entrega de siRNA eficiente. A melitina foi modificada para interagir
com o siRNA e diminuir a toxicidade da proteina frente as células
normais. A melitina modificada exibiu a capacidade de interagir com o
SiRNA eletrostaticamente e formar nanoparticulas. As nanoparticulas
resultantes apresentaram entrega eficiente de siRNA em citoplasmas
com subsequente degradacdo especifica da sequéncia de mRNA e a
diminuicdo de expressdo genética numa variedade de tipos de células.
Além disso, elas ndo apresentaram quaisquer sinais de toxicidade in
vitro para as células testadas, incluindo células endoteliais primarias
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humanas. O estudo validou a estratégia proposta pelo autor de utilizar a
melitina como um agente de entrega de siRNA de modo eficiente.

A entrega de genes é o processo de introducdo de um DNA
estranho em células hospedeiras. E uma das etapas necessérias para a
terapia génica e a modificacdo genética. A entrega de genes para 0
sistema nervoso central é uma abordagem promissora para o tratamento
de uma ampla gama de desordens, cujo tratamento possui poucas
alternativas atualmente. Por exemplo, a entrega de fatores troficos (uma
molécula que estimula neurbnios e permite que recebam nutricdo
adequada para que cresgam e se desenvolvam) pode reduzir a
deterioracdo celular que acompanha a lesdo da medula espinhal,
acidente vascular cerebral ou doengas neurodegenerativas, como
Alzheimer e Parkinson. Os métodos de entregas podem ser dividos em
sistemas virais e ndo virais. (KAMIMURA et al., 2011)

Sistemas virais utilizam a habilidade do virus de injetar DNA em
células hospedeiras. Um gene que se deseja entregar ¢ empacotado num
virus cuja replicacdo é deficiente. No entanto, sistemas virais s6 podem
entregar pequenas partes do DNA.

Os vetores sintéticos, tais como polimeros catidnicos, oferecem
versatilidade, seguranca e custo relativamente baixo para a fabricacdo
em larga escala em comparacdo com 0s seus homdlogos virais. Em
contrapartida, possuem baixa eficiéncia de entrega in vivo.

Melitina e analogos de melitina foram incorporados em
formulag6es nédo virais para aumentar significativamente a eficiéncia de
entrega in vitro (BETTINGER et al., 2001; OGRIS et al.,, 2001).
Também ha um relatério da aplicacdo in vivo desses sistemas
funcionalizados com melitina (ROZEMA et al., 2007).

Schellinger et al. (2013) demonstraram a sintese e a
caracterizacdo de copolimeros em blocos contendo melitina e avaliaram
a melhora na entrega de genes por esse sistema. A incorporagdo de
melitina no polimero resultou em uma morfologia mais compacta,
aumento da capacidade de ligacdo do DNA e entrega melhorada dos
genes estudados em células neurais. Um aumento significativo na
expressao de luciferase em cérebros de ratos foi alcancado usando o
copolimero modificado com melitina. Em geral, a incorporacdo da
melitina melhorou a eficiéncia da entrega de genes transportados por
vetores poliméricos in vivo. Assim, os copolimeros em bloco contendo
melitina descritos neste trabalho s@o um sistema promissor para a
entrega de genes.
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Notadamente, as habilidades da melitina de romper membranas
lipidicas tém sido utilizadas para melhorar a eficiéncia de sistemas de
entrega de farmacos. Assim sendo, a melitina tem se mostrado ser um
composto de elevado potencial para o desenvolvimento de novos
farmacos alternativos para tratar condigdes clinicas diversas. Além
disso, comprovou-se outras de suas propriedades terapéuticas, como o
alivio da dor cronica e inflamacGes. Esses fatos justificam a proposta
desse trabalho em desenvolver um processo de obtencdo de melitina,
frente a necessidade dessa substancia para os mais diversos estudos e
elaboracao de farmacos.

2.5 PROTOCOLO PARA PURIFICACAO DE PROTEINAS E
PEPTIDEOS

A purificacdo de proteinas consiste em uma série de processos
destinados a isolar uma ou algumas proteinas a partir de uma mistura
complexa, geralmente células, tecidos ou até mesmo organismos
completos. O isolamento de uma proteina a partir de uma mistura é
geralmente um processo muito trabalhoso. As etapas de separacdo
comumente exploram as diferengas no tamanho entre as proteinas,
propriedades fisico-quimicas, afinidade de ligacéo e atividade bioldgica.

Os métodos utilizados na purificagdo de proteinas podem ser
divididos em métodos analiticos e preparativos. A distingdo ndo é exata,
mas o fator decisivo é a quantidade de proteina a ser purificada.
Métodos analiticos tém como objetivo detectar e identificar uma
proteina numa mistura, ao passo que 0s métodos preparativos objetivam
produzir grandes quantidades de proteinas para outros fins, tais como
biologia estrutural ou uso industrial (Figura 6).

Peptideos e proteinas, na maioria das vezes, ocorrem
naturalmente em quantidades muito pequenas. Grandes quantidades de
material de partida sdo necessarias a fim de se obter uma quantidade
razodvel do material desejado puro. Varias técnicas de separacdo
diferentes sdo aplicadas em sequéncia para se atingir um grau elevado
de pureza. No inicio de um protocolo de purificagdo bioquimica,
geralmente tem-se uma quantidade grande de material de partida
contendo elevada concentragcdo de impurezas. Consequentemente, 0
componente alvo se apresenta numa forma muito diluida. Neste estagio
de captura do componente alvo, 0s objetivos principais sdo reduzir o
volume da amostra e eliminar a maioria dos contaminantes brutos. Nesta
fase, técnicas de alta capacidade (no que diz respeito a quantidade de
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material processado) e baixa resolu¢do sdo empregadas, tais como a
ultracentrifugacédo, a microfiltracdo e a cromatografia por permeacéo em

gel.

Figura 6 - Cromatografia liquida em escala industrial.

Fonte: MERCK MILIPORE.

Nas etapas posteriores do protocolo de purificagdo, utilizam-se
técnicas com maiores resolugbes que removem 0s contaminantes com
caracteristicas semelhantes as do composto desejado. Para esta fase,
normalmente utilizam-se diversos tipos de cromatografia de alta
resolucdo. Na Tabela 2 sdo apresentadas as técnicas mais comumente
utilizadas num protocolo de purificacéo.

Tabela 2- Propriedades fisicas e quimicas exploradas nas técnicas utilizadas
para purificacdo de proteinas.

Método de fracionamento Propriedade fisica/quimica

Densidade
Raio de Stokes

Ultracentrifugacéo
Cromatografia por exclusdo de tamanho

Focalizagdo isoelétrica/eletroforese
Cromatografia de interacdo hidrofobica
Cromatografia de fase reversa
Cromatografia de troca i6nica
Cromatografia de afinidade
Eletroforese em gel

Ponto isoelétrico

Hidrofobicidade

Hidrofobicidade

Carga

InteracOes biomoleculares especificas
Raio de Stokes

Fonte: ISSAQ et al. (2002).
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2.5.1 Etapas preliminares

2.5.1.1 Extragdo

Dependendo da fonte, a proteina tem de ser solubilizada. Isso é
realizado através da quebra de tecidos ou das células que a contém. Para
tanto, varios métodos sdo utilizados: sonicagdo, homogeneizacdo por
alta pressdo, filtracdo ou permeabilizacdo por solventes organicos. No
caso de venenos provenientes de insetos, antigamente a extracdo era
realizada esmagando-se uma grande quantidade de insetos e, em
seguida, solubilizando-a em solvente organico ou aquoso, criando-se um
mosto contendo o0 veneno. Essa metodologia foi utilizada até o
surgimento dos estimulos elétricos em 1963, induzindo a picada dos
insetos, o qual tornou possivel coletar o veneno de forma mais refinada
e com baixissima mortalidade de insetos. Essa tecnologia permitiu
abreviar as demais etapas preliminares necessarias para isolamento de
proteinas, uma vez que o veneno coletado ja é uma mistura de proteinas
e ndo possui nenhuma matriz contendo-o. Além disso permitiu coletar
uma grande quantidade de material. Somente em 1981 é que esta técnica
foi adapatada para a coleta de venenos de abelhas, vespas e formigas
(himendpteros) (ESKRIDGE et al., 1981). Atualmente, a técnica de
estimulos elétricos é aplicada para a producdo em escala comercial de
veneno bruto de diversos insetos da ordem Hymenoptera
(APIHEALTH, 2014).

2.5.1.2 Precipitagdo

Na purificacdo de proteinas em larga escala, um passo comum
para isolar proteinas é a precipitacdo com sulfato de aménio (NH,),SO..
A precipitacdo com sulfato de aménio separa proteinas alterando as suas
solubilidades, em um processo conhecido como salting-out, no qual a
elevada forca idnica da solucédo reduz a solubilidade das proteinas até o
ponto em que elas precipitam. Uma vez que as proteinas diferem em
suas solubilidades em elevada forga ibnica, o salting-out é um
procedimento muito Util para ajudar na purificacdo de uma dada
proteina. O procedimento é realizado adicionando-se quantidades
crescentes de sulfato de amdnio e recolhendo-se as diferentes fracbes de
proteina precipitada. O sulfato de aménio pode ser removido
posteriormente por didlise ou desalting. As proteinas precipitadas
formam agregados suficientemente grandes para serem visiveis a olho
nu. Uma vantagem deste método € que ele pode ser executado de forma
barata e em grandes volumes.
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2.5.1.3 Ultracentrifugacéo

A centrifugacdo é um processo que utiliza a forca centrifuga
para separar misturas de particulas de diferentes densidades ou massas
suspensas num liquido dentro de um tubo. Quando as suspensdes de
particulas sdo rotacionadas em uma centrifuga, podem formar um
aglomerado na parte inferior do tubo (chamado de pallet ou sedimento),
que é enriquecida em particulas de maior massa. Particulas menos
compactadas permanecem na maior parte no liquido chamado
"sobrenadante”. Tanto o pallet quanto o sobrenadante podem ser
recolhidos, caso contenham a proteina de interesse. Em alguns casos,
sucessivas centrifugacdes, variando-se o tempo e a velocidade de
centrifugacdo, podem ser aplicadas para a completa separacdo de
diferentes particulas em uma mistura, conforme ¢ ilustrado na Figura 7
(LEBOWITZ, LEWIS e SCHUCK, 2002).

Figura 7 - Fracionamento de proteinas por ultracentrifugacéo.

Fonte: o autor.

2.5.2 Estratégias de purificacéo

Normalmente, um protocolo de purificacdo de proteina contém
um ou mais passos de cromatografia. O procedimento basico na
cromatografia é fluir a solugdo contendo a proteina atraves de colunas
preenchidas com diferentes fases estacionarias. Diferentes proteinas
interagem de forma diferenciada com o material da coluna e podem,
assim, serem separadas pelo tempo necessdrio para passagem pela
coluna, ou pelas condiges necessarias para dessorver a proteina da fase
estacionaria da coluna. Normalmente, as proteinas sdo detectadas ao
sairem da coluna pela sua absorbancia em 280 nm. Muitos métodos
cromatogréficos diferentes podem ser empregados.
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2.5.2.1 Cromatografia por exclusdo de tamanho

A cromatografia pode ser usada para separar proteinas em
solucdo utilizando géis porosos. Esta técnica é conhecida como
cromatografia por exclusdo de tamanho ou cromatografia de permeacéo
em gel (GPC). A cromatografia de permeacdo em gel € uma das
principais técnicas utilizadas para purificagdo de proteinas. Ela tem
como objetivo capturar a proteina de interesse, separando-a dos demais
componentes e concentrando-a para posteriores processos mais
refinados de purificacdo. O principio € que as moléculas menores
precisam atravessar um volume maior de uma matriz porosa.
Consequentemente, as proteinas de uma determinada gama de tamanho
irdo exigir um volume variavel de eluente antes de serem recolhidos na
outra extremidade da coluna. Os analitos menores podem entrar nos
poros mais facilmente e, portanto, demoram mais tempo para eluir,
aumentando o seu tempo de retencdo. Por outro lado, analitos maiores
perdem pouco ou nenhum tempo nos poros e sdo eluidos rapidamente,
conforme pode ser visto na Figura 8. Todas as colunas tém uma gama de
massas molares que podem ser separadas.

Figura 8 - Conceito da separagdo por cromatografia de permeacdo em gel ou
exclusdo de tamanho.

Moléculas maiores
passam ao redor dos

\ Moléculas menores
granulos da resina

«
fg.« ® difundem por dentro
i; dos granulos

Moléculas maiores eluem mais
rapido pela coluna

As moléculas de interesse
separadas sao

Fonte: o autor.
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Nesse tipo de experimento, o eluente é geralmente agrupado em
diferentes tubos de ensaio na saida da coluna. Todos os tubos de ensaio
gue ndo contém nenhum vestigio mensuravel das proteinas a serem
separadas sdo descartados. A solugdo restante €, assim, da proteina de
interesse, bem como de quaisquer outras proteinas de tamanho
semelhante.

2.5.2.2 Separacdo com base na carga ou hidrofobicidade
2.5.2.2.1 Cromatografia de troca idnica

Cromatografia de troca ibnica separa compostos de acordo com
a natureza e grau da sua carga ibnica. A coluna a ser utilizada é
selecionada de acordo com seu tipo e forca de carga. A resina de troca
ibnica é uma matriz insoliivel em agua na forma de pequenos granulos
fabricada a partir de um substrato de polimero organico. A matriz é
funcionalizada para que apresente sitios reativos que permitem a troca
de ions. O aprisionamento de proteinas carregadas nesses sitios reativos
ocorre com concomitante liberacdo de outros ions. Por esse fato, o
processo é chamado de troca idnica. As resinas de troca anidnica
possuem uma carga positiva e sdo usadas para reter e separar compostos
carregados negativamente, enquanto que as resinas de troca catibnica
tém uma carga negativa e sdo utilizados para separar as moléculas
carregadas positivamente.

Antes da separagdo, um tampdo é bombeado através da coluna
para equilibrar os ions nos sitios ativos. Apés a injecdo da amostra, as
moléculas de soluto competem pela posi¢do nos sitios da resina com os
fons do tampdo. O comprimento de retencdo para cada soluto depende
da forga de sua carga. Os compostos mais fracamente carregados irdo
eluir primeiro, seguidos por aqueles com cargas sucessivamente mais
fortes. Devido a natureza do mecanismo de separacdo, o pH, tipo de
tampdo, a concentracdo de tampdo, bem como a temperatura,
desempenham papéis importantes no controle da separacdo (MEYER,
2013).

2.5.2.2.2 Cromatografia por afinidade

A cromatografia por afinidade é uma técnica de separacédo
baseada na conformacdo molecular, que frequentemente utiliza resinas
altamente especificas. Estas resinas possuem ligantes inseridos em suas
superficies, que sdo especificos para 0s compostos a serem separados.
Na maioria das vezes, estes ligantes funcionam de uma maneira
semelhante & das interagdes anticorpo-antigenio. Este sistema de "chave
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e fechadura" entre o ligante e seu composto alvo torna a técnica
altamente especifica, frequentemente gerando um Unico pico no
cromatograma, enquanto todo o resto da amostra ndo é retido e passa
livremente pela coluna (MEYER, 2013).

Uma técnica comum desse tipo de cromatografia, chamada de
metal binding, envolve a manipulacdo de uma sequéncia de 6 a 8
histidinas no extremo N ou C-terminal da proteina. O poli-histidina liga-
se fortemente a ions de metal bivalentes, tais como niquel e cobalto. A
proteina pode ser passada através de uma coluna contendo ions de
niquel imobilizados, que se liga a poli-histidina modificada. Todas as
proteinas ndo marcadas passam através da coluna. A proteina pode ser
eluida da coluna com imidazol, o qual compete com a poli-histidina pelo
sitio na coluna. Também pode ser realizado uma diminui¢do no pH
(geralmente para 4,5), o que diminui a afinidade da poli-histidina pela
resina. Embora este procedimento seja comumente utilizado para a
purificacdo de proteinas recombinantes modificadas, também pode ser
utilizado para proteinas naturais com uma afinidade inerente para
cations divalentes (LOUGHRAN e WALLS, 2011).

2.5.2.2.3 Cromatografia por imunoafinidade

Cromatografia por imunoafinidade utiliza a ligacdo de um
anticorpo na proteina alvo de modo a purificar seletivamente a proteina
especifica. O procedimento envolve a imobilizagdo de um anticorpo no
material da coluna, o qual se liga seletivamente a proteina, enquanto o
resto da mistura flui através da coluna. A proteina selecionada pode ser
eluida por alteracdo do pH ou forga i6nica. Uma vez que este método
ndo envolve a modificacdo da proteina, como no método metal binding,
esse tipo de cromatografia pode ser utilizado em proteinas de fontes
naturais (MEYER, 2013).

2.5.2.2.4 Cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC)

A cromatografia depende das interacbes quimicas entre
moléculas do soluto e os ligantes enxertados em uma matriz de
cromatografia. Ao longo dos anos, muitos tipos diferentes de ligantes
foram imobilizados em suportes de cromatografia para a purificacdo de
biomoléculas, explorando uma variedade de propriedades bioguimicas
gue variam de carga elétrica até afinidade biolégica. Uma adicdo
importante para a gama de técnicas de adsorcdo para cromatografia
analitica e preparativa de biomoléculas tem a sido cromatografia de fase
reversa, em que a ligacao do soluto da fase mével a um hidrocarboneto
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n-alquilo ou aromatico imobilizado na coluna ocorre através de
interacdo hidrofdbica.

A cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) tem sido
amplamente utilizada em aplicacdes analiticas e preparativas na area de
separacdo e purificacdo bioquimica. As moléculas que possuem algum
grau de carater hidrofdbico, tais como proteinas, peptideos e acidos
nucleicos, podem ser separadas por cromatografia de fase reversa com
excelente recuperacdo e resolucdo. Cromatografia preparativa de fase
reversa tem sido usada em aplicacdes que vdo desde micropurificagcdo
de fragmentos de proteina para a sequenciacdo até o escalonamento de
processos de purificagdo de produtos proveniente de proteinas
recombinantes™.

O mecanismo de separacdo em RP-HPLC depende da interagdo
hidrofobica entre a molécula de soluto na fase mével e o ligante
hidrofébico imobilizado, ou seja, a fase estacionaria. A natureza da
interacdo hidrofébica ¢ um assunto muito debatido (DORSEY e
COOPER, 1994). E assumido que a interacdo é o resultado de um efeito
entropico favordvel. As condigdes iniciais da fase mével utilizadas na
cromatografia de fase reversa sdo, via de regra, aquosas, 0 que indica
um elevado grau de organizacdo da agua em torno das moléculas de
soluto e do ligante imobilizado. Como o soluto se liga ao ligante
hidrofébico imobilizado, a regido hidrofébica exposta ao solvente é
minimizada. Por conseguinte, o grau de estrutura organizada da agua é
diminuido, correspondendo a um aumento na entropia do sistema. Desta
forma, é vantajoso, do ponto de vista energético para as porcdes
hidrofdbicas, isto é, ligante e soluto, se associarem (SEIDEMANN,
1962).

A distribuicdo de soluto entre as duas fases depende das
propriedades de ligacdo do meio, da hidrofobicidade do soluto e da
composicdo da fase movel. Inicialmente, as condicdes experimentais sdo
concebidas para favorecer a adsor¢do de soluto da fase mdvel para a fase
estacionaria. Subsequentemente, a composicdo da fase movel €
modificada para favorecer a dessor¢cdo do soluto a partir da fase
estacionaria de volta para a fase movel. Neste caso, a adsorcdo €
considerada um estado de equilibrio extremo, onde a distribuicdo de
moléculas de soluto esta essencialmente 100 % na fase estacionaria. Por
outro lado, a dessor¢do é um estado de equilibrio extremo onde o soluto
esta distribuido 100% na fase movel.

12350 proteinas produzidas artificialmente a partir de genes clonados. Isto &,
advém da técnica de DNA recombinante.
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A cromatografia de fase reversa de biomoléculas em geral usa um
gradiente de eluicdo ao invés de uma elui¢do isocrética. Enquanto
biomoléculas adsorvem fortemente a superficie de uma matriz de fase
reversa sob condi¢des aquosas, a dessor¢do da matriz ocorre em uma
faixa muito estreita e especifica de concentracdo do solvente organico.
Além disso, uma amostra bioldgica tipica geralmente contém uma
grande mistura de biomoléculas com uma gama diversificada de
afinidades a fase estacionaria. Sendo assim, o Gnico método pratico para
a separacdo em fase reversa de amostras bioldgicas complexas &,
portanto, a eluicdo em gradiente (BOYSEN e HEARN, 2001).

O primeiro passo no processo cromatografico é equilibrar a
coluna com as condicfes de fase mdvel iniciais adequados de pH, forca
ibnica e polaridade (hidrofobicidade da fase mével). A polaridade da
fase movel ¢é controlada pela adicdo de modificadores organicos, tais
como a acetonitrila. Agentes de pareamento ibnico, tais como &cido
trifluoroacético, podem também ser apropriados. A polaridade da fase
mavel inicial (geralmente referida como fase mével A) deve ser baixa o
suficiente para dissolver o soluto parcialmente hidrofébico e ainda
suficientemente elevada para assegurar a ligacdo do soluto na matriz
cromatogréfica.

Embora a hidrofobicidade de uma molécula seja dificil de
guantificar, a separacdo de solutos que variam ligeiramente nas
propriedades hidrofébicas é facilmente alcancada por RP-HPLC.
Devido a um excelente poder de resolucdo, RP-HPLC se tornou uma
técnica indispensidvel para a separagdo de alto desempenho de
biomoléculas complexas.

A técnica de cromatografia de fase reversa permite uma grande
flexibilidade em separagdes, de modo que o pesquisador pode escolher
reter o soluto de interesse na fase estaciondria, permitindo que 0s
contaminantes passem livremente através da coluna, ou reter os
contaminantes, permitindo que o soluto passe livremente. Geralmente, é
mais apropriado reter o soluto de interesse porque o soluto dessorvido
elui da coluna cromatografica em um estado concentrado.

No final de uma purificacdo de proteinas, a proteina tem de ser
concentrada. Para isso, existem diferentes métodos, que serdo discutidos
a seguir.

2.5.2.3 Liofilizacdo

Se a solucdo ndo contém qualquer outro componente sollvel
além da proteina em questdo, a proteina pode ser liofilizada. Isto é
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comumente realizado apés uma corrida no HPLC. Esta técnica remove
todos os componentes volateis, restando apenas as proteinas.

2.5.2.4 Ultrafiltracdo

A ultrafiltracdo concentra uma solucdo de proteina utilizando
membranas permeaveis seletivas. A funcdo da membrana é permitir que
a agua e as moléculas pequenas passem, engquanto a proteina é retida. A
solucdo por ser forcada contra a membrana por uma bomba mecanica,
por pressdo, ou por centrifugacao.

2.6 SEPARACAO E PURIFICACAO DA MELITINA

Para se obter as propriedades biomedicinais e bioquimicas
excepcionais da melitina, a mesma precisa ser aplicada com elevado
grau de pureza. Para tanto, a melitina pode ser produzida sinteticamente
ou obtida através da purificacdo do veneno de abelha. A producédo de
peptideos sintéticos é altamente reprodutivel e rapida, mas ¢é
contrabalanceada por elevados custos operacionais e de produgo. Por
outro lado, a purificacdo do veneno de abelha é onerosa pela sua elevada
heterogeneidade e presenga de outros peptideos, principalmente da
apamina.

Um dos primeiros estudos reportados na literatura sobre a
purificagdo da melitina foi o trabalho de Maulet et al. (1980). A
metodologia proposta pelo autor consistiu em trés etapas: cromatografia
de permeacdo em gel utilizando Sephadex G-50® para a captura da
melitina; cromatografia de troca catibnica para uma purificacdo
refinada; cromatografia de permeacdo em gel utilizando Sephadex G-
25° para o desalting™.

Como discutido anteriormente, dependendo das condi¢Bes da
solucdo, a melitina pode formar um tetrdmero. As condi¢bes do
experimento foram tais que a melitina eluiu pelas colunas na forma
tetramérica, apresentando massa molar de 12.000 Da. Essa abordagem
permitiu separar a melitina da apamina (2.039 Da) com eficiénia.
Entretanto, a fracdo contendo melitina apresentou contamingéo pelo
componente alergénico PLA, (18.500 Da).

Na segunda etapa da purificacdo, nomeada pelo autor de
cromatografia de troca catidnica na auséncia de uréia, a agregacdo

¥Termo utilizado para designar a remocdo de sal e outras moléculas
menores das solucdes contendo proteinas.
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tetramérica da melitina causou um alargamento dos picos de eluicdo,
ndo permitindo a separ¢do adequada da melitina de outros componentes
catibnicos (n“formil melitina, produtos de peptideos degradados
presentes no veneno e enzima PLA;). Por essa razdo, 0s autores
elaboram uma nova metodologia, realizando a cromatografia de troca
catidnica utilizando como eluente uma solugdo de 4,0 mol/L de uréia.
Nessas condicfes, foram obtidas trés fracdes, as quais 0s autores
identificaram como sendo N®formil melitina (fragdo 1), melitina
purificada (fracdo 2) e peptideos degradados (fragdo 3). A fracdo 2 foi
posteriormente eluida numa coluna de GPC contendo como fase
estacionaria Sephadex G-25° e, em seguida, liofilizada. A metodologia
de purificagdo elaborada pelo autor, apesar de obter elevado grau de
pureza, acaba sendo dispendiosa e onerosa objetivando um processo em
escalas maiores.

Outro estudo precursor no isolamento da melitina foi o trabalho
de Dotimas et al. (1987). O wveneno bruto foi processado em
cromatografia de permeacdo em gel com Sephadex G-50° e em
cromatografia de fase reversa (RP-HPLC). O grupo reportou um método
de dois estagios para o isolamento simultineo de secapina, peptideo
MCD e apamina. Em contraste, trabalhos anteriores focavam no
isolamente de somente um componente do veneno. Este novo método
focou em capturar a melitina na forma tetramérica na primeira etapa de
exclusdo por tamanho, capturando-se a melitina com massa de 12.000
Da, que se encontra distante da faixa de massa molecular dos peptideos
de interesse (aproximadamente 2.000 Da). Em seguida, procedeu-se
com a purificacdo da apamina, secapina e peptideo MCD em RP-HPLC.
O foco do método desenvolvido foi seprar apamina, secapina e peptideo
MCD (livres de melitina e PLA, como contaminantes) para analise de
suas estruturas. Apesar do enfoco do trabalho ndo objetivar a obtencéo
da melitina com elevado grau de pureza, este estudo, assim como 0s
demais, d& indicativos das estratégias a serem adotadas para a obtencdo
da melitina pura.

Um tabalho que convém mencionar é o estudo de Pacakova et al.
(1995). Os autores compararam a eficiéncia na analise dos componentes
do veneno bruto entre as técnincas de RP-HPLC e eletroforese capilar
(EC). Os resultados mostraram que ambas as técninas, EC e RP-HPLC,
podem ser usadas para diferenciar apitoxinas de diferentes origens.
Entretanto, a identificacdo individual dos componentes é barrada pela
falta de solucbes padres. Ademais, os autores verificaram que a
cromatografia de permeacdo em gel pode ser usada para a caracterizacdo
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grosseira do veneno bruto, mas a baixa eficiéncia na separagdo nédo
permite a quantificacdo dos componentes. Os resultados em RP-HPLC
foram satisfatérios para os autores usando eluicdo em modo gradiente.
Comparado com o método em RP-HPLC, o método utilizando EC ¢
mais rapido, apresenta melhor eficiéncia e menor custo de operacéo.
Além disso, a precisdo e os limites de deteccdo sdo maiores para a
metodologia em EC do que em RP-HPLC. A maior vantagem de se
utilizar EC em comparagdo com RP-HPLC é a maior resolucéo,
permitindo a quantificacdo dos componetes do veneno bruto até mesmo
em casos que 0 RP-HPLC falha.

Com o objetivo de identificar os componentes ativos da apitoxina
gue produzem sinais inflamatdrios e dor, Chen et al. (2006)
desenvolveram um processo de dois estdgios para a purificacdo dos
componentes presentes no veneno bruto. Foram empregadas as
técnincas de GPC em conjunto com RP-HPLC para isolamento e
purificagdo refinada de quatro componetes do venono bruto. A
metodologia desenvolvida obteve sucesso em isolar e purificar a
melitina, a apamina e a enzima PLA,. Apesar do método se mostrar
competente na purificacdo da melitina, ¢ um método que acaba tendo
um tempo de processamento elevado, devido ao carater de purificacdo
simultanea de mais de um componente. Para o desenvolvimento de um
processo de produgdo de melitina em escalas maiores, o fator tempo
deve ser levado em consideracdo, visando a reducdo dos custos de
manufatura.

Recentemente, Nguyen et al. (2015) reportaram ter utilizado um
equipamento de FPLC (fast protein liquid chromatography) equipado
com colunas de permeacdo em gel Bio-Gel® P-10 para efetuar a
purificacdo da melitina. De acordo com o0s proprios autores, a
metodologia desenvolvida foi suficiente para obter melitina para seus
estudos. Entretanto, a eficiéncia na separacdo nao foi de 100 %, estando
a fracdo correspondente a melitina purificada “contaminada” com o
peptideo apamina. Apesar da menor eficiéncia, através desse método foi
possivel obter melitina em um tempo relativamente curto, sendo a fracéo
correspondente & melitina isolada recolhida numa faixa de tempo de 7 a
12 min. Além do processo de purificacdo, também foi elaborado um
método inédito de andlise usando voltametria de pulso diferenciado, que
fornece resultados analiticos precisos e rapidos que podem ser
empregados para a caracterizacdo das fracdes purificadas. Apesar dos
resultados obtidos, os autores deixaram claro a necessidade de se
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desenvolver métodos eficientes, baratos e rapidos para a purificagdo de
melitina.

S8o encontrados muitos estudos na literatura a respeito do
isolamento e purificacdo da melitina, porém, conforme foi discutido,
todos sdo voltados para a caracterizacdo de sua funcdo, estrutura, bem
como o estudo de suas interagdes bioquimicas. A grande maioria dos
estudos reportados na literatura a respeito da purificacdo de melitina
partindo-se do veneno bruto de abelha segue nessa linha. Estudos sobre
a purificacdo de melitina para posteriores aplicacdes farmacéuticas sdo
escassos. Nos trabalhos sobre aplicacdo farmacéutica da melitina, a
proteina com elevado grau de pureza utilizada geralmente é adquirida
junto a grandes fornecedores de insumos a altos custos ou em casos
raros a melitina é sintetizada pelos proprios autores (TOSTESON et al.,
1987).

2.7 0 PROCESSO DE LEITO MOVEL SIMULADO (SMB)

Atualmente o uso de técnicas de cromatografia preparativa para
producdo de substancias de alta pureza é bem estabelecido. Além dos
classicos processos descontinuos de eluicdo em batelada, diferentes
conceitos para separacdo cromatografica tém sido desenvolvidos. Um
importante desenvolvimento nessa area €, por exemplo, 0 processo
continuo de leito mével simulado (Simulated Moving Bed — SMB).

Toda a base para o desenvolvimento de um processo de separacao
de misturas complexas, como a purificacdo de proteinas, passa pela
cromatografia. A partir dessa técnica pode-se fazer estimativas do
potencial econémico e viabilidade de obtencdo de um determinado
produto. Na industria, para separagdes em larga escala, essa técnica €
utilizada como primeiro passo na avaliagdo de um processo de
separacao, seja ele na determinacdo analitica para validacdo do método,
como analises quantitativas, seja ele para ensaios em escala piloto para
agregacdo de valor em produtos farmacéuticos. Com o0 constante
desenvolvimento de novas técnicas separativas hoje potencializado pela
busca de produtos de fontes naturais, e ndo mais impulsionado pela
busca de rotas de sintese (ha area de produtos naturais), volta-se a
atencdo para tais técnicas. O SMB veio com o intuito de suprimir os
custos operacionais das técnicas de separacdo cromatografica realizadas
em batelada (ZIBETTI, 2012).

O SMB é utilizado para separar um composto quimico ou uma
classe de compostos quimicos e produzir uma quantidade significativa



61

do material purificado a um custo menor do que poderia ser obtido
utilizando cromatografia simples em batelada. O processo é bastante
complexo, porém traz a vantagem de produzir grandes quantidades de
material altamente purificado a um custo muito reduzido. As redugdes
de custos sdo resultado de: utilizacdo de uma menor quantidade de fase
estacionaria; taxa de producdo alta e continua e reducéo de energia e de
solventes utilizados. A disposicdo de valvulas e colunas, que séo
utilizadas para prolongar a fase estaciondria indefinidamente, permite
gue cargas muito elevadas de solutos possam ser processadas. Dessa
maneira, é possivel alcangar um desempenho econémico viavel para o
processo produtivo.

O SMB emula uma separagdo em contracorrente onde a fase
movel flui na direcdo oposta a da fase estacionaria. A fase estacionaria é
representada por colunas individuais ligadas em série e a fase movel é
representada por correntes de alimentacio de solvente e dessorvente (da-
se esse nome a mistura a ser purificada) e correntes de saida do extrato e
do produto refinado. Valvulas entre as colunas sdo sistematicamente
comutadas abertas ou fechadas em intervalos de tempo (tempo de
comutacdo) para introduzir as correntes de entrada e retirar correntes de
saida entre as zonas de separacdo, 0 que simula 0 movimento em
contracorrente das colunas (Figura 9). A separacdo ocorre devido a
interacdo diferencial dos componentes da mistura alimentada com o
material da coluna. Componentes que interagem mais fortemente com o
material da coluna sdo denominadas de “extrato” ou “componente
lento”, a0 passo que 0s componentes com menor interacdo s&o
chamados de “refinado” ou “componente rapido”. Ajustando-se as taxas
de fluxo, o tempo de comutacdo, bem como a composi¢do do
dessorvente, um ciclo é estabelecido no qual alimentacéo e dessorvente
sdo adicionados continuamente e produtos altamente purificados sdo
continuamente recuperados, como pode ser visto na Figura 10
(AMALGAMATED RESEARCH).

O fluxo em contracorrente criado pelo SMB permite uma
utilizacdo extremamente eficiente de fases estacionarias e méveis. Em
sistemas de uma Unica coluna, a separagdo ocorre em uma pequena
fracdo da coluna em cada batelada, com o restante da coluna néao
executando nenhuma outra funcdo além de ser ocupada por solvente,
podendo até mesmo acabar alargando as bandas. Com SMB, uma série
de pequenas colunas é utilizada em vez de uma coluna grande.
Tipicamente, 50-70% de fase sélida estd envolvida na zona de
separacao, enquanto o resto do material da coluna é preparado para o
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préximo ciclo de purificacdo (Figura 11). Além disso, SMB fornece um
comprimento "infinito" do leito da coluna sem os custos associados a
obtencdo, operacdo e manutencdo de grandes colunas individuais
(SEMBABIO). Através disso, 0 SMB oferece:
e maior produtividade - até 20 vezes maior que sistemas em
batelada;
e Mmaior recuperacao e pureza;
e menor consumo de solvente;
e maiores particulas de fase estacionaria e pressdes mais baixas;
e escalonavel de miligramas para toneladas de produto
purificado;
e  processo continuo.

Figura 9 - Esquema de operagdo de uma cromatografia em leito mével simulado
(SMB).
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Fonte: o autor.
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Figura 10 - Representacdo dos gradientes de concentragdo em relagéo a posigao
da coluna.
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Fonte: o autor.

Figura 11 - Comparacdo da zona de separagdo entre cromatografia de uma Unica
coluna e cromatografia em SMB.
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Fonte: SembaBio.

Os inconvenientes do SMB sfo: o elevado custo de
investimento em comparacgdo com as operagdes em batelada, uma maior
complexidade, e custos de manutencdo mais elevados. Mas estes
inconvenientes sdo efetivamente compensados pelo maior rendimento e
um consumo muito inferior de solvente, bem como uma produtividade
muito maior em comparagdo com as separagdes em batelada.

A utilizacdo do SMB tem crescido com constancia na indlstria
farmacéutica nos Gltimos anos. Esse processo se mostrou extremamente
eficiente e economicamente atrativo para a separacdo de compostos
quirais com elevado grau de pureza para aplicacbes terapéuticas.
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Entretanto, apesar da adogdo dessa técnica no cenario industrial, pouca
informacdo a respeito da engenharia econdmica da construgdo e
operacdo desse processo objetivando a produgdo comercial de um
produto que gere lucro é divulgado (PYNNONEN, 1998). Ainda,
segundo Pynnonen (1998), pouquissima informagdo a respeito dos
custos envolvidos em qualquer separacdo cromatografica esta
disponivel.

Nos ultimos 30 anos, diversos trabalhos tém objetivado a
obtencdo desse peptideo benevolente, melitina. Entretanto, conforme foi
revisado, grande parte desses trabalhos tem visado estudar sua estrutura,
interacbes e propriedades farmacolGgicas. Agora, ap6s a extensa
ratificacdo do potencial farmacéutico da melitina, justifica-se a procura
por um processo produtivo desse peptideo. Neste trabalho, buscamos
estudar e esclarecer todas as operacfes relevantes no processo de
separacao e purificacdo da melitina a partir do veneno de abelha bruto,
com a finalidade de se levantar os parametros de projeto para
proposicdo de um processo de producdo em escala comercial.



3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi divido em trés etapas. A primeira etapa
consistiu no desenvolvimento de um processo de obtencdo de melitina a
partir do veneno bruto de abelha para futuras aplicacfes farmacéuticas.
Na segunda etapa avaliou-se a formulacdo de nanoparticulas lipidicas
solidas com a finalidade de desenvolver um veiculo de entrega estavel
para farmacos a base de melitina. Por fim, elaborou-se uma avalia¢do
econdbmica com a finalidade de se verificar a viabilidade da
implementacgdo do processo produtivo de melitina.

3.1 PRIMEIRA ETAPA: DESENVOLVIMENTO DO PROCESSO DE
OBTENCAO DE MELITINA PURIFICADA A PARTIR DA
APITOXINA

3.1.1 Coleta do veneno bruto

A coleta do veneno ocorreu através de estimulos elétricos. Para
tal, foi utilizado um coletor de apitoxina disponivel comercialmente,
representado na Figura 12. O equipamento é composto por um gerador
de pulsos, dez placas coletoras, uma bateria e um carregador de baterias.

Durante a extracdo do veneno, a abelha é induzida a ferroar a
placa coletora através de choques elétricos. Tal técnica apresenta a
vantagem de ndo levar o animal ao dbito, pois 0 mesmo nédo perde seu
“ferrdo”. Em particular, o aparelho utilizado neste estudo tem
capacidade para atender dez colmeias simultaneamente.

O gerador de pulsos é alimentado por uma bateria de pequeno
porte, capaz de gerar um potencial de 12 V e uma corrente de 2 A. Um
Unico gerador de pulsos é capaz de atender as dez colmeias
simultaneamente. A placa coletora, alimentada pelo gerador de pulsos,
possui estrutura de acrilico com varetas para conducdo de corrente
elétrica construidas em aco inox (para que ndo haja contaminacdo do
produto).

O apiario utilizado para a coleta do veneno localiza-se no
municipio de Brusque, no estado de Santa Catarina. Cada colmeia
recebeu uma placa coletora que extrai, aproximadamente, 100 mg de
veneno. O tempo total de coleta em que as placas permaneceram ligadas
foi de 20 min. Depois de coletado, o veneno de abelha foi raspado das
placas e acondicionado em frasco ambar e, em seguida, estocado a
temperatura de -20 °C.
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Figura 12 - Equipamento coletor de apitoxina composto de placas coletoras e
gerador de pulsos.

Fonte: O autor.

3.1.2 Preparo de amostras

Em ambito global dos procedimentos experimentais, a preparagdo
das amostras foi realizada da seguinte maneira: a apitoxina bruta foi
solubilizada em solucéo de acetonitrila a 20%. Em seguida, esse extrato
foi centrifugado a 13.500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi coletado e
filtrado em membrana de nylon de 45 um, dando origem ao material de
partida para os estudos. Em casos especificos, houve pequenas
mudancas no modo de preparo, que sdo descritas na metodologia de
cada técnica utilizada.

3.1.3 Caracterizacdo da massa molecular por espectrometria
MALDI-TOF

As massas moleculares das proteinas estudadas nesse trabalho
foram determinadas pela técnica de MALDI-TOF MS (Matrix-assisted
laser/desorption  ionization  time-of-flight mass  spectrometry)
disponibilizado pelo CEBIME (Laboratério Central de Biologia
Molecular Estrutural) localizado na UFSC. A metodologia utilizada
seguiu como base os ensaios descritos no trabalho de Matysiak et al.
(2011). As analises foram realizadas num espectrdmetro de MALDI-
TOF-TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) com
calibragdo externa (faixa de massa 800-3.200 Da). Para os ensaios, 1 pL
da amostra foi misturada com 3 pL de uma solugdo saturada de matriz
acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (10 mg/mL em TFA a 0,1% em 1:1
de acetonitrila/agua). Em seguida, 2 pL da mistura foram depositadas na
placa alvo de MALDI (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e deixou-
se cristalizar & temperatura ambiente. Os espectros foram adquiridos
usando voltagem de aceleragdo de 20 kV em modo refletor positivo. A



67

lista de picos foram obtidos utilizando FlexAnalysis 3.0 (Bruker
Daltonics).

3.1.4 Cromatografia de permeacédo em gel (GPC)

Para essa etapa, cerca de 200 mg de veneno de abelha bruto
foram dissolvidos em solucdo de 0,05 mol/L de 4&cido acético
(REAGEN) e, entdo, centrifugados a 13.500 rpm por 5 min (Centribio).
O precipitado foi descartado e o sobrenadante alimentado em uma
coluna de cromatografia de permeacdo em gel. A coluna cromatografica
foi montada com coluna de vidro C 16/70 (GE Healthcare Life
Sciences) contendo gel cromatografico Sephadex® G-10 (GE
Healthcare Life Sciences). O gel foi pré-equilibrado com solugéo
tampao de acetato de aménio (REAGEN) com concentracdo 0,05 mol/L.
Uma taxa de elui¢do de 0,5 mL/min foi aplicada & coluna e a fase mével
foi coletada em tubos de ensaio (5 mL/tubo) na saida do equipamento.
Procedeu-se, entdo, o monitoramento das amostras coletadas através de
equipamento de espectrofotometria UV (280 nm).

3.1.5 Purificacéo da melitina em HPLC-analitico

Paralelamente a separacdo em GPC, também foi realizada a
purificacdo da apitoxina bruta diretamente no equipamento de RP-
HPLC. O estudo compreendeu varios ensaios exploratdrios, partindo-se
de metodologias encontradas na literatura no qual foram avaliados 0s
perfis peptidicos do veneno. Os parametros das metodologias desses
estudos serviram de parametros iniciais para esse trabalho. De modo a
evitar uma descrigdo exaustiva de todos os testes realizados, somente
algumas observacGes importantes foram elucidadas. A maioria dos
ensaios foram realizados de modo a obter uma boa separagdo e
resolucdo do pico de melitina para, em seguida, explorar uma
metodologia no qual fosse possivel obter um pico de melitina com
elevado grau de pureza no menor tempo de analise possivel. Dessa
forma, foi necessario um exaustivo desenvolvimento e ajustes nas
metodologias a fim de melhorar os parametros da analise RP-HPLC
utilizados nesse trabalho.

Os ensaios exploratérios basicamente consistiram em manter-se
0s mesmo solventes A e B e modificar apenas o gradiente do solvente
pois, de acordo com a literatura (Reversed Phase Chromatografy), é o
Unico par&metro que tem forte influéncia sobre a eficiéncia de
separagao.
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A separagdo analitica de biomoléculas grandes é insensivel a
mudangas no pardmetro de vazdo. Dessa maneira, a vazdo foi mantida
em 1,0 mL/min para todas as analises. Em contrapartida, a temperatura
pode ter profundos efeitos sobre a separacdo, uma vez que um aumento
na temperatura reduz a viscosidade da fase mdvel, alterando o processo
de separacdo. O transporte de massa do soluto entre a fase mdvel e a
fase estacionaria € um processo controlado pela difusdo. Assim, a
diminuicdo da viscosidade do solvente geralmente acarreta em um
transporte de massa mais eficiente e, consequentemente, uma melhor
resolugdo na separacdo. Porém, considerando-se o escalonamento do
processo, 0 uso de sistemas de elevacdo de temperatura da coluna
cromatogréfica resultaria em uma elevacdo considerdvel no custo de
manufatura do bioativo. Assim, optou-se por utilizar uma temperatura
proxima a ambiente. Fixou-se 25 °C para esse pardmetro em todas as
metodologias desenvolvidas.

Para os testes foram utilizados os seguintes solventes: solvente A
— acido trifluoroacético 0,01 % em agua ultrapura (pH = 2,1) e solvente
B - acetonitrila. Os ensaios exploratdrios inicias em RP-HPLC
consistiram em avaliar as diferencas na separagdo dos componentes
alterando-se a concentragdo do modificador organico no solvente de
maneira abrupta, com a répida elevacdo da concentracdo do modificador
organico, bem como de modo lento, com mudancas bem sutis no
gradiente de solvente. Os resultados obtidos desses ensaios seriam um
indicativo da metodologia a ser adotada. Na Figura 13 sdo mostrados
alguns dos gradientes de solventes testados nos ensaios preliminares.
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Figura 13 — Metodologias desenvolvidas para purificacdo da melitina baseadas
em diferentes gradientes de solvente.
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Fonte: o autor.

A separacdo e purificacdo do veneno bruto foram realizadas em
HPLC-analitico (Shimadzu LC20A Prominence) equipado com um
injetor automatico (Shimadzu SIL-20AC). O método utilizado nesse
equipamento esta descrito na Tabela 3. Foi utilizada uma coluna de fase-
reversa C-18 (Phenomenex, 250 mm x 4,16 mm, 5 um) e uma pré-
coluna C-18 (Varian Pursuit MetaGuard, 15 mm x 4,6 mm, 5 um). Os
solventes utilizados foram agua ultra pura 18,2 MQ.cm acidificada com
4cido trifluoracético (Reagen) e acetonitrila (Chromasolv®) como
modificador organico. Todos os solventes foram filtrados antes das
andlises de HPLC, empregando-se filtro Nylon 0,45 um. Os
cromatogramas foram monitorados no comprimento de onda de 280 nm.
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Tabela 3 - Metodologias utilizadas no HPLC-analitico.

Equipamento Shimadzu (LC-20A Prominence); injetor automatico (Shimadzu SIL-20AC)
Coluna Phenomenex C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
Pré-coluna Varian Pursuit MetaGuard C-18 (15 mm x 4,6 mm, 5 um)
Vol. injecao 10 uL
Vazdo 1,0 mL/min
Solvente A Agua + Acido Trifluoracético 0,01%
Solvente B Acetonitrila
Método 1A 1B 2 3

1,0 min 150 % | 1,0 min 150 % |10 min 250 % (10 min 200 %

750 min 600 % |750 min 600 % |200 min 350 % |300 min 1000 %

Condigdes
®) 100,0 min 100,0 % [ 90,0 min 600 % | 400 min 350 %
1200 min 150 % | 1200 min 150 % [ 700 min 400 %
Método 4 5 6
1,0 min 300 % |10 min 300 % | 0,0 min 300 % 180 min 600 %
450 min 600 % |300 min 900 % |50 min 300 % 230 min 600 %
Condics 550 min 900 % [350 min 300 % |60 min 400 % 240 min 700 %
ondicdes
(®) 60,0 min 300 % 110 min 400 % 290 min 700 %

120 min 500 % 30,0 min 300 %

170 min 500 % 330 min 300 %

Fonte: o autor.

3.1.5.1 Preparacdo das amostras para analise em HPLC-analitico

Solubilizou-se em um microtubo de 1,5 mL 10 mg do veneno
bruto coletado em 1 mL de solu¢do de acetonitrila a 20 %. A amostra foi
entdo centrifugada a 13500 rpm por 10 min. O sobrenadante foi coletado
e filtrado em membrana de nylon de 45 pum.

3.1.5.2 Coleta das fragBes encontradas em anélise de HPLC-analitico

Para coletar as fracdes encontradas nas analises em RP-HPLC,
realizou-se um experimento a fim de determinar o tempo necessario
para a coleta das fragdes. A metodologia experimental esta descrita no
item 4.1.3.3. Para vazdo de 1 mL/min, o tempo fixado para a coleta de
componentes foi de 23 s ap6s a deteccdo do componente no detector do
equipamento.
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3.2 SEGUNDA ETAPA: ENCAPSULAMENTO DA MELITINA

3.2.1 Preparacéo das nanoparticulas lipidicas sélidas (NLSs)

A técnica de fusdo/dupla emulsificagdo foi baseada na proposta
de Reithmeier, Herrmann e Gopferich (2001). A primeira emulsdo (dgua
em Oleo) foi preparada a partir da emulsificacdo de 0,6 mL de agua
destilada contendo 2 mg de melitina (obtida através do veneno coletado
e purificado pelo processo de purificacdo desenvolvido nesse trabalho)
em 1,8 g de &cido estearico (Vetec, puro) fundido a 72 °C na presenca
de 0,018 g do surfactante lecitina (Alfa Aesar) e utilizando uma sonda
de ultrassom acoplada a uma ponteira (Fischer Scientific, Ultrasonic
Dismembrator Model 500, 400 W com ponta de 1/8°”) durante 15 s com
uma amplitude de 45 % (20 W). Em seguida, 18 mL de agua destilada e
0,18 g de surfactante polioxietileno-20-sorbitano monooleato (Tween
80, Vetec), a mesma temperatura do 4acido estearico fundido, foi
adicionada a primeira emulsdo e sonicada durante 60 s em um regime de
pulso de 15 s de sonicagdo e 5 s de pausa, com amplitude de 45 %,
levando & formagdo da segunda emulsdo (dgua em 6leo em agua). Para
promover a rapida solidificacdo do lipideo, a dupla emulsdo foi
adicionada a 90 mL de agua destilada resfriada a 2 °C sob agitacdo. Na
Figura 14 é apresentado o fluxograma e esquema de preparacdo do
processo de preparacdo da dupla emulsdo de nanoparticulas lipidicas
solidas via fusdo/dupla emulsificacéo.
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Figura 14 - (a) fluxograma do processo e (b) esquema de preparacdo das
nanoparticulas lipidicas s6lidas de acido estearico.
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3.2.2 Caracterizacdo das nanoparticulas

3.2.2.1 Diametro Médio (Dp) e Indice de Polidispersao (PDI)

O didametro médio (em intensidade) e indice de polidispersdo
das nanoparticulas, que fornecem informagdes acerca da largura da
distribuicdo dos tamanhos de particula, foram determinados através da
técnica de Espectroscopia de Correlacdo de Fotons ou Espalhamento
Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering — DLS) utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS ZEN3600 (angulo do feixe incidente de
173° e comprimento de onda do laser de 633nm), da Malvern
Instruments, alocado no Laboratério de Controle de Processos (LCP) da
UFSC. As leituras foram feitas a 20 °C a partir de uma aliquota das
miniemulsdes sem prévia diluig&o.

3.2.2.2 Potencial Zeta (PZ)

O potencial zeta foi determinado através da técnica de
anemometria de laser doppler associada a microeletroforese utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS 3600, da Malvern Instruments, alocado
no Nucleo de Pesquisas em Materiais Cerdmicos e Compositos
(CERMAT) da UFSC. As leituras foram realizadas a 25 °C a partir de
uma aliquota das miniemulsdes diluidas na razdo volumétrica de 1:5 em
agua destilada.

33 TERCEIRA ETAPA: AVALIACAO ECONOMICA DO
PROCESSO DE PURIFICACAO

Na segunda etapa do trabalho foram realizadas andlises
econdmicas dos processos estudados. Os custos foram dolarizados (3,50
R$/US$) para futuras comparacOes e publicacdo. Para o processo de
separacdo dos compostos bioativos, foi realizada uma avaliacdo
econdmica do custo de manufatura da melitina. Os custos avaliados
envolveram desde investimentos em equipamentos, custos operacionais
e de gestdo, aquisicdo de matérias-primas e seu processamento. As
tecnologias envolvidas nesse processamento dizem respeito somente a
etapa de purificacdo, realizada em equipamento de RP-HPLC. A
avaliacdo foi baseada em uma metodologia desenvolvida por Turton et
al. (2012) e utilizada nos trabalhos de Zibetti (2012), Rosa e Meireles
(2005) e Pynnonen (1998), que considera o custo de manufatura como
uma funcdo do que ele chama de custos diretos (que dependem
diretamente da producéo e suas quantidades) e indiretos, como 0s custos
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fixos (envolvendo a depreciacdo dos equipamentos, taxas e seguros) e
ainda os custos gerais (dos quais fazem parte os custos administrativos
dos diferentes setores, como o de vendas, pesquisa e desenvolvimento).

3.3.1 Determinacéo das escalas dos cendrios avaliados

De modo a obter um aumento de escala bem sucedido foi
mantida a cinética (tamanho de particula, porosidade, quimica da fase
estacionaria, temperatura, fase movel) e a dinamica (altura do leito,
velocidade do fluxo, densidade da coluna empacotada) equivalentes
entre as colunas utilizadas em escala laboratorial com as das plantas
avaliadas. Esses objetivos foram alcancados utilizando, na avaliacéo,
fase estacionéria e fase movel idénticas, com as mesmas altura de leito,
velocidade linear do fluxo, composicdo quimica da fase estacionéria,
condicBes de alimentacdo e gradientes. Para lidar com o aumento do
volume de injecdo em escala piloto, o procedimento mais comumente
utilizado é o aumento do volume da coluna com o0 aumento do seu
diametro. Isso mantém o tempo de residéncia do produto constante e
evita possiveis problemas de estabilidade do produto final (quando for o
caso). A Figura 15 mostra um esquema com trés tamanhos diferentes de
coluna que sdo comumente utilizados em escala laboratorial, piloto e
comercial. Assim, para essa analise econdmica foram levantados varios
cenarios de operagdo, baseados nos resultados obtidos na escala
analitica. Dessa forma, tentou-se manter uma previsdo dos custos
envolvidos de maneira simples e béasica. Na avaliacdo econdmica da
purificacdo da melitina, foram selecionados trés escalas de processo,
sendo elas, analitica, piloto e comercial, referentes ao modo de operacéo
em HPLC-batelada com injecdo pulsada (injecdo sequencial a cada
intervalo de tempo de 15 min) e ainda, 0 modo de opera¢do SMB.
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Figura 15 - Exemplo de trés diferentes escalas de colunas utilizadas em
desenvolvimento de processos de separagao.
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COLUNA

Escala Preparativa Planta piloto Comercial

Dimensé&o 8cmx2,6cm 25cm x 20 cm 50 cm x 20 cm

Volume 40 mL 0L 40L

Fonte: o autor.

Na Tabela 4 estdo referenciadas as escalas, volumes das colunas
utilizadas, ndmero de colunas utilizadas no processo, nimero de trocas
da fase estacionaria por ano e o diametro de particula. Como base para
as escalas foi proposta a escala piloto 100 vezes a escala analitica e a
comercial 10.000 vezes a escala analitica e, em modo SMB,
aproximadamente 21.000 vezes.

Tabela 4 - Colunas referentes a cada uma das escalas dos cenarios avaliados.

Volume da N° de Trocas

coluna (mL) colunas (/ano) Dp (um)
Analitica 14,3 3 2 5
Piloto 4.300 1 1 10
Comercial 71.500 2 1 15
SMB 145.000 8 1 320

Fonte: o autor.

3.3.2 Determinacao do custo da fase estacionaria

A correlacdo entre o tamanho de particula e 0 seu custo foi
determinada por Pynnonen (1998) para diversas fases estaciondrias,
incluindo fases reversas C-18 (utilizada na purificacdo da melitina) para
uma faixa de didmetro de 5 a 900 pum, avaliada nos periodos entre 1972
e 1998. A equacdo utilizada para obtencdo do custo (US$/g) da fase
estacionaria segue como:

custo (US$/4) = 3623 x (D)7 (1)
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Na Tabela 5 sdo apresentados os custos da fase estacionaria C-
18 calculada com base na Equacédo (1), em US$/g, e seu respectivo custo
anualizado.

Tabela 5 - Custos da fase estacionaria (C-18) para cada uma das escalas.

Dy (um) US$/g US$/ano
Analitica 5 24451 11.244,64
Piloto 10 76,57 176.482,47
Comercial 15 38,83 2.975.886,08
SMB 320 0,23 143.405,20

Fonte: o autor.

3.3.3 Determinacéo do custo de manufatura (COM)

A determinagdo do custo de manufatura (COM) da melitina via
técnica de RP-HPLC foi realizada utilizando a metodologia proposta por
Turton et al. (2012). Dessa forma, o COM foi calculado como:

COM = 0,180 X FCI +2,73 x LC + 1,23 x (RMC + WTC + UC) + DEP  (2)

onde FCI é o investimento inicial, LC é o custo operacional, RMC é o
custo da matéria-prima, WTC é o custo do tratamento de residuos, UC é
0 custo de utilidades e DEP é a depreciacdo (10 % do FCI).

3.3.3.1 Custos diretos

A maioria dos processos de separacdo envolvendo cromatografia
possui seus maiores custos identificados como custos operacionais,
custos com a fase estacionaria, com o empacotamento de colunas e
custos de bombeamento. Os custos de bombeamento foram estimados
com base no consumo elétrico dos motores elétricos das bombas para
cada uma das unidades de separacdo. Para os efluentes, apenas a
acetonitrila foi considerada no custo de manufatura e a 4gua ndo foi
contabilizada. O custo da fase estacionaria foi estimado pela Equacédo

).
3.3.3.2 Custo operacional (LC)

O custo operacional envolve a mao-de-obra utilizada na unidade
de separacdo, embora normalmente esses tipos de unidades sejam
altamente automatizadas, ficando a mao-de-obra especializada
necessaria apenas no monitoramento durante um periodo do



77

processamento. Dessa forma, foi considerado um operador em cada
turno de trabalho, nos trés turnos diarios, durante 330 dias por ano e um
especialista durante dois turnos diérios. Foi estimado um valor de 3,80
US$/h, considerando um total de 7.920 h operacionais no ano para 0s
operadores e de 12,00 US$/h para o técnico especialista, em um total de
5.280 h anuais. Para cada uma das unidades segue, na Tabela 6, o perfil
operacional estimado. Convém salientar que foi considerado somente o
pessoal necessario para suprir a demanda do processo de purificacao.

Tabela 6 - NUmero de pessoal para operacéo de cada unidade.

Capacidade da unidade Pessoal o
[operadores] [técnico]
Analitica - 1
Piloto 1 1
Comercial 2 1
SMB 4 2

Fonte: o autor.

3.3.3.3 Custo de utilidades (UC)

O custo das utilidades séo as despesas envolvidos na operagdo
dos equipamentos da planta industrial, envolvendo os gastos energéticos
no tempo de funcionamento. Foi determinado o consumo energético de
bombas comerciais com capacidades (vazdo e pressdo) semelhantes as
requeridas por cada unidade no periodo total de seu funcionamento
(5400 h) e, dessa forma, estimado o custo com base no valor da energia
elétrica na regido (US$ 0,16). O custo de bombeamento pode ser
verificado na Tabela 7.

Tabela 7 - Custo de bombeamento.

N ~ ~ F AN AT o
Poténcia Pressdo Vazdo Eficiéncia Consumo N°de Custo (US$)

(CV) (bar) (L/min) (%) (kW)  bombas

1 10 10 80 0,92 1 $ 794,88
5 50 30 70 5,26 1 $ 454217
20 250 31 70 21,03 3 $ 54.506,06
20 250 31 80 18,40 3 $ 47.692,80

Fonte: o autor.
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3.3.3.4 Custo da matéria-prima (RCM)

O custo da matéria-prima refere-se a aquisicdo da apitoxina, do
seu transporte, dos solventes utilizados no processo, do custo da fase
estacionaria, bem como de qualquer pré-processamento necessario para
a preparacdo da amostra a ser purificada. De acordo com pesquisa de
mercado, foram encontrados valores variados para apitoxina (Tabela 8).
Dessa maneira, 0 custo da matéria-prima e do pré-processamento das
amostras ndo foram contabilizados, tendo em vista que uma mudanga no
local de instalacdo da unidade de producdo ou do fornecimento da
apitoxina acarretaria em uma drastica mudanca no valor do Custo de
Manufatura.

3.3.3.5 Custo do tratamento de residuos (WTC)

No processo de separagdo por cromatografia, os residuos
gerados sdo os solventes. Dessa forma, os custos de tratamentos de
residuos foram os do processo de recuperacdo de solvente por
evaporacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRIMEIRA ETAPA: DESENVOLVIMENTO DO PROCESSO DE
OBTENCAO DE MELITINA PURIFICADA A PARTIR DA
APITOXINA

4.1.1 Coleta do veneno

Para a primeira etapa do trabalho, a obtengdo do veneno foi
procedida utilizando-se as placas coletoras. A quantidade de veneno
obtida de cada placa variou entre 50-120 mg, dependendo da esta¢do do
ano em que o veneno foi colhido (é conhecido que no inverno coleta-se
menos veneno devido a maior inatividade das abelhas nesse periodo),
bem como da quantidade de populacdo de abelhas de cada colmeia. A
Figura 16 mostra o processo realizado para se coletar o veneno.

Figura 16 — Imagens (a), (b) e (c) demonstram o procedimento de coleta do
veneno bruto utilizando-se estimulos elétricos (placa coletora). Imagens (d) e
(e) sdo referentes ao procedimento de raspagem da apitoxina. Imagem (f)
demonstra a apitoxina coletada armazenada.

LA 8 i TRUEREY SR

Fonte: o autor.

4.1.2 Caracterizacdo do veneno bruto

A amostra foi preparada conforme descrito no item 3.1.2 e foi
analisada pela técnica de MALDI-TOF, cujos resultados séo
demonstrados na Figura 17. Devido a metodologia utilizada no
equipamento, o qual foi ajustado para uma faixa de massa molar de
1.000 a 3.000 Da, com a finalidade de se observar contaminantes no
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processo de purificacdo da melitina, a faixa observavel ficou restrita a
1.000 — 6.000 Da devido & matriz e calibrantes utilizados. Dessa
maneira, ndo foi possivel observar se as enzimas de alta massa molar
estavam presentes no sobrenadante apds a centrifugacéo e filtragdo. Os
resultados obtidos nesse estudo do veneno bruto especificamente nédo
sdo precisos, mas ddo uma nocdo de que had diversos componentes
presentes no veneno bruto com massas molares proximas a da melitina
(~ 2.847 Da). A identificacdo dos componentes ndo foi realizada nesta
etapa, pois ndo foi encontrada nenhuma referéncia na literatura para
comparacgdo com os valores obtidos. Considerando que a determinacéo
do perfil peptidico do veneno coletado ndo faz parte do objetivo do
trabalho e que a composicdo do veneno é bastante susceptivel a regido
em que é coletada, bem como as sazonalidades (MATYSIAK et al.,
2011), prosseguiu-se com o trabalho objetivando apenas a identificacdo
da melitina e a avaliagdo do seu grau de pureza.

Figura 17 — Espectro de massas MALDI-TOF do veneno bruto.
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4.1.3 Purificacdo do veneno bruto

4.1.3.1 Etapas inicias da purificacdo: preparacdo da amostra

A preparagdo das amostras foi realizada conforme descrito no
item 3.1.2. A Figura 18 mostra a apitoxina ap6s a centrifugagéo, no qual
é possivel observar 3 fases distintas: o sedimento no fundo do tubo, o
sobrenadante e outra fracdo ndo solubilizada na parte superior do tubo.
O sobrenadante coletado para as analises apresenta microparticulas que
ficam retidas no filtro de nylon apds a filtragao.

Figura 18 — Solucéo ap6s a ultracentrifugagéo.

Fonte: o autor.

Como sera observado no decorrer do trabalho, as analises
realizadas apresentam apenas peptideos de massa molar na faixa de 800
a 3.000 Da. Nenhuma das enzimas alergénicas é observada nos
experimentos. Com base no exposto, supdem-se que estas enzimas, bem
como outros peptideos de alto peso molecular, estdo presentes no
sedimento ou na fragdo ndo solubilizada. Dessa maneira, julga-se que a
centrifugacdo e a filtragdo s@o etapas importantes e essenciais no
processo de purificagdo.

4.1.3.2 Isolamento da melitina

Para esta etapa, 200 mg de amostra de apitoxina preparada
conforme o item 3.1.4 foi injetado na coluna de cromatografia por
permeacdo em gel (GPC). Aliquotas de 5 mL foram recolhidas em tubos
de ensaio na saida da coluna e suas absorbéncias foram medidas em 280
nm. A Figura 19 mostra o cromatograma obtido desse experimento para
trés diferentes amostras de veneno bruto.
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Figura 19 — a) Cromatograma obtido do fracionamento da apitoxina por meio da
técnica de GPC (G1 = Fragdo 1; G2 = Fracdo 2; G3 = Fragdo 3). b) Fracdes
obtidas do veneno de abelha bruto por meio de cromatografia de permeacdo em
gel referente ao trabalho de CHEN et al. (2006).
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Fonte: (a) o autor; (b) CHEN et al. (2006).

A coluna de GPC construida (conforme a metodologia descrita no
item 3.1.4) demonstrou uma boa separacdo para esse nivel de
refinamento, isolando trés grandes grupos. Os resultados obtidos sdo
similares aos encontrados na literatura para esse tipo de separacdo por
Chen et al. (2006). Doravante, as trés fragdes obtidas (nomeadas G1, G2
e G3) foram caracterizadas por espectros UV-vis e espectroscopia de
massas MALDI-TOF. Os espectros obtidos estdo ilustrados nas Figuras
20 e 21. Os espectros UV-Vis mostram uma absorbancia elevada em
215 nm para as trés fragOes. Esse pardmetro foi utilizado nos
experimentos seguintes.
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Figura 20 — Varredura dos espectros UV-vis das fragdes G1, G2 e G3.
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Fonte: o autor.

Figura 21 — Espetro de massas realizado em MALDI-TOF das fracbes G1 (a),
G2 (b) e G3 (c).
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Figura 21 — Continuacéo.
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Analisando-se 0s espectros de massa em conjunto com o0
cromatograma é possivel afirmar que a maior parte da melitina (m/z =
2.846) encontra-se na fracdo G1, tendo em vista a elevada absorbancia
dessa fragdo em comparagdo com a fracdo G2. Porém, a melitina isolada
em G1 também possui outros componentes com massa molar proximo
ao da melitina. O principal “contaminante” nessa fragdo € a apamina
(m/z = 2.027) identificada através de MALDI-TOF. E importante
ressaltar que a fragdo G1 possui uma maior quantidade de componentes
com peso molecular acima de 2.000 Da. A fragdo G2 possui uma
variedade de componentes na faixa entre 1.000 a 2.000 Da. E, por fim, a
fracdo G3 é rica no componente com massa molar m/z ~ 861. Isso indica
gue a coluna de GPC foi eficiente em isolar diferentes grupos de
componentes de acordo com sua faixa de massa molar. Trés grandes
grupos foram separados. O Grupo 1, com massa molar > 2.000 Da. O
Grupo 2, com massa molar entre 1.000 e 2.000 Da e 0 Grupo 3 < 1.000
Da, além de alguns outros componentes como a apamina. O peptideo
apamina esta presente nas 3 fragdes e provavelmente é responsavel pela
absorbancia em 280 nm no UV-vis das fragbes G2 e G3. Convém
salientar que qualquer pico nos espectros de massa MALDI-TOF com
valores de m/z = 855, 1.254, 1.503 e 1.694 sé&o referentes ao calibrante
utilizado na analise.

A titulo de comparacdo, esta ilustrado na Figura 19b o
experimento realizado por Chen et al. (2006). Os resultados obtidos
neste trabalho em comparacdo com a literatura sdo muito parecidos.
Obteve-se uma fragdo inicial que corresponde majoritariamente a
melitina e subsequentes fracdes referentes a apamina. Apesar de ocorrer
a separacao, a melitina obtida ndo possui elevado grau de pureza por se
tratar de uma etapa de isolamento, como ja era esperado por ser uma
etapa com baixo nivel de refinamento. Um passo subsequente de
purificacdo da fracdo G1 seria necessario para atingir o objetivo
proposto.

Visto que apds a centrifugacdo e a filtracdo da amostra o
sobrenadante coletado injetado na coluna de GPC ndo exibiu as enzimas
de altas massas moleculares como era esperado observar, julgou-se essa
como uma etapa desnecessaria no processo de purificagdo. O processo
de centrifugacdo e filtracdo acaba atuando como uma etapa de captura e
concentragdo da proteina alvo melitina, substituindo a etapa de GPC. O
pré-processamento combinando centrifugacao e filtracdo demonstrou ter
0 mesmo efeito que uma coluna de GPC, com a vantagem de ser uma
operagao menos onerosa.
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Como a etapa de GPC ndo trouxe resultados expressivos no
processo de separacdo, optou-se por realizar a completa separacdo da
melitina da apamina diretamente no equipamento de RP-HPLC, tendo
em vista que o custo de manufatura do processo escalonado seria
reduzido ao excluir-se uma etapa do processo.

4.1.3.3 Purificacdo refinada do veneno bruto utilizando equipamento de
RP-HPLC

A preparagdo da amostra da apitoxina foi realizada de acordo
com o item 3.1.5.1. Em seguida, 20 puL da amostra preparada foram
injetados no RP-HPLC utilizando-se os métodos 1A, 1B, 2 e 3. Os
cromatogramas obtidos destes ensaios estdo ilustrados na Figura 22.

Figura 22 - Cromatogramas (RP-HPLC) obtidos da andlise do veneno bruto
recém-coletado: (a) Método 1A, (b) reanalise da amostra apds 4 dias utilizando
0 Método 1A; (c) Método 1B.
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Figura 23 — Continuag&o.
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Fonte: o autor.

E interessante notar que o Método 1A, que possui um gradiente
ténue com lenta adicdo de modificador orgénico, separou diversos
componentes na injecdo da amostra do veneno bruto. O tempo de
retencdo (Ry) para a melitina utilizando o Método 1A foi de 42 min.
Posteriormente, foi corroborado, utilizando o padrdo de melitina, que
esse pico corresponde a melitina.

A mesma amostra injetada foi reanalisada ap6s 4 dias. O
cromatograma esta ilustrado na Figura 23(b). E possivel observar o
desaparecimento do pico com tempo de retencéo 64,255 min. Isso pode
corresponder a degradacdo de algum componente do veneno bruto. O
mesmo efeito é observado em outras etapas do trabalho e sera discutido
posteriormente.

O Método 1B (Figura 23c) difere do Método 1A (Figura 23a) na
elevacdo da concentragdo de acetonitrila aos 75 min para 100 %. Este
artificio foi utilizado para verificar se ainda existia algum componente
que ndo foi dessorvido da coluna. Assim, reduziu-se ainda mais a
polaridade do eluente aumentando-se a concentracdo de acetonitrila na
fase mével. N&o foi verificada nenhuma ocorréncia de compostos depois
da faixa de 60 a 100 % de acetonitrila na fase mdvel.

Apesar da boa separacdo dos componentes, este método possui
um elevado tempo de analise e separacdo da melitina, que ndo seria
aplicavel em um escalonamento do processo. Buscou-se entdo elaborar
metodologias que provessem a separagdo da melitina em um curto
tempo de analise.

Os Meétodos 2 e 3 consistiram em avaliar o efeito da inclinagdo da
rampa de solvente na separacdo da melitina. Para isso, dsenvolvou-se
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metodologias com rapida alteracdo da concentracdo de modificador
organico, ou seja, rapido aumento na apolaridade do eluente (Método 2),
bem como uma alteracdo vagarosa e branda na apolaridade do solvente
(Método 3). Os cromatogramas obtidos para essas metodologias estdo
ilustrados na Figura 23. O tempo de retencdo para melitina no Método 2
foi de 29,517 min e para 0 Método 3 foi de 13,662 min. Além disso,
observou-se que o Método 3 resultou em um pico com boa resolugédo
para a melitina, enquanto que no Método 2 ocorreu uma deformacéo do
pico da melitina, indicando que esta sofre uma dessorcdo lenta apds
atingir o equilibrio com a fase mdvel. Isso ocorre devido ao gradiente
isocratico a qual foi submetida na faixa entre 20 e 40 min do método.
Esses testes indicaram que para se obter uma boa resolucéo para o pico
da melitina, deve-se submeté-la a um gradiente de solvente com
inclinagdo significativa. A partir disso, novas metodologias foram
elaboradas com a finalidade de se otimizar essa etapa.
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Figura 23 — Cromatogramas (RP-HPLC) obtidos da analise da apitoxina recém-
coletada (melitina destacada em vermelho): (a) Método 2; (b) Método 3.
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Fonte: o autor.

As novas metodologias desenvolvidas com base nos estudos iniciais
foram denominadas Método 4, 5 e 6 (Figura 24). Os cromatogramas
obtidos da inje¢do no RP-HPLC do veneno bruto para essas
metodologias sdo apresentados na Figura 25. Na Tabela 9 estdo listados
0s tempos de retengdo obtidos para o pico de melitina referente a cada

método.
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Figura 24 — Cromatogramas (RP-HPLC) obtidos da inje¢do do veneno bruto
para as metodologias 4 (a), 5 (b) e 6 (c).
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Tabela 9 - Tempos de retencdo (Rt) obtidos para os picos referentes ao
composto melitina para cada uma das metodologias desenvolvidas.

Metodologia R; (min)

Método 4 14,284
Método 5 10,572
Método 6 12,600

Fonte: o autor.

Pelos cromatogramas, & possivel observar que a melitina
dessorve da coluna numa concentracao de solvente similar para todas as
metodologias. As concentra¢Bes variam de 40 a 50 % de acetonitrila em
agua acidificada. Considerando o atraso que ocorre desde a fixacdo da
concentracdo pelas bombas até o equilibrio da coluna, pode-se afirmar
gue a adsorcdo da melitina ocorre quando se atinge uma concentracdo
em torno de 40% de acetonitrila. A partir dessa concentragdo, a melitina
corre livremente pela coluna, sem interagir com a fase mével.

A Figura 25 ilustra graficamente o conceito de seletividade (o)
e eficiéncia (N) para separagdes em RP-HPLC. Esses conceitos foram
utilizados para avaliar a qualidade da separacdo nos Métodos 4, 5 e 6.
Para que se tenha uma boa separacéo, &€ mandatério que se obtenha uma
boa seletividade e eficiéncia.

Figura 25 — Efeito da seletividade e eficiéncia sobre a resolu¢do dos picos em
RP-HPLC.

Alta seletividade Baixa seletividade
Alta Alta
/" eficiéncia / eficiéncia
Baixa Baixa
/ eficiéncia / eficiéncia

Fonte: Adaptado de Reversed Phase Chromatografy, 1999.

O Método 4 demonstrou uma Otima seletividade, porém, a
eficiéncia obtida nesse método é baixa, tendo em vista a forma do pico
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referente a melitina, a qual apresenta uma grande largura. Em
contrapartida, 0 Método 5 apresentou boa seletividade e eficiéncia.

E importante salientar que entre os métodos desenvolvidos
guanto menor a inclinagdo do gradiente de solvente, uma maior
seletividade é obtida. Em compensacdo, perde-se em eficiéncia. Para
contornar essa problematica, desenvolveu-se o Método 6, no qual a
variacdo do gradiente de solvente é realizada em degraus ou steps. O
objetivo do desenvolvimento dessa metodologia foi o de alcancar uma
boa seletividade com as faixas lineares do solvente e, além disso, uma
boa eficiéncia com a mudanca abrupta de concentracdo do modificador
organico nos steps do gradiente. O Método 6 testado também
demonstrou boa eficiéncia e seletividade.

Para uma melhor avaliacdo da separacdo da melitina entre os
métodos desenvolvidos, foram testadas essas mesmas metodologias.
Porém, dessa vez, utilizou-se o padrdo de melitina (SIGMA-ALDRICH,
98 %). A sobreposicdo dos cromatogamas obtidos para a avaligdo da
separacao é demonstrada na Figura 26.

Figura 26 — (a) Cromatogramas obtidos das analises do padrdo de melitina para
os meétodos 4 (vermelho), 5 (amarelo) e 6 (preto); (b) ampliagdo dos picos
referentes a melitina obtidos pelas trés metodologias.
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Fonte: o autor.
A resolucdo (Rs) é o método mais simples para quantificar a

separagdo obtida entre duas moléculas do soluto. Esta relagdo simples
pode ser expandida para demonstrar a correlagdo entre Rs e trés
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parametros fundamentais de uma separagcdo cromatografica. Os
parametros que contribuem para a resolucdo dos picos sao a seletividade
(a), a eficiéncia (N) e do fator de retengao (k).

Considerando-se 0 Ry, R, a e N, o Método 6 foi eleito por
demonstrar, na média, os melhores valores para esses trés pardmetros.

O consumo de solvente nesse método foi de 1 mL/min em
gradiente de acetonitrila:dgua (33 mL total da mistura por batelada),
onde a demanda de etanol para os 33 min de corrida foi de,
aproximadamente, 15 mL. Ou seja, para esse gradiente foi utilizado, em
média, 0,45 mL/min de acetonitrila. Esses dados serviram de base para a
avaliacdo econdmica desse processo de separacdo em outras escalas.

4.1.3.4 Avaliacdo da pureza da melitina obtida pelo Método 6

A fim de se verificar a pureza da melitina obtida pelo Método 6,
bem como identificar os demais picos presentes no cromatograma, foi
necessario desenvolver uma metodologia de coleta para o equipamento
de RP-HPLC, uma vez que o0 mesmo ndo possui um coletor de fragGes.
A proposta foi utilizar um composto tracante de forma a contabilizar o
tempo em que esse componente apresentasse uma resposta no detector
até a visualizagdo de sua saida na tubula¢do do equipamento (similar a
um tempo de residéncia), onde é possivel coletar a amostra. Dessa
maneira, optou-se por utilizar o corante azul de metileno, monitorando
sua passagem pelo detector UV-vis em 670 nm. O tempo que o corante
demorou a fluir do detector até a saida do equipamento foi cronometrada
em diferentes vazdes, as quais estdo reportadas na Tabela 10. Assim,
elaborou-se um sistema de coleta de amostras para 0 equipamento,
tornando possivel a coleta das fracdes de amostras injetadas para
posteriores analises.
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Tabela 10 - Medida do tempo para eluicdo do corante do detector até o ponto de
coleta para diferentes vazoes.

Vazdo (mL/L) Medida  Tempo (s) Meédia (s)

0,80 1 27

0,80 2 27 28
0,80 3 30

1,00 1 23

1,00 2 23 23,3
1,00 3 24

1,00 4 23

1,20 1 15

1,20 2 18

1,20 3 20 18,4
1,20 4 20

1,20 5 19

Fonte: o autor.

Doravante, foi preparada uma solucdo de 5 mg/mL de apitoxina
com subsequente ultracentrifugacdo a 13.500 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi coletado e filtrado em filtro de nylon 45 um. A amostra
preparada foi injetada no equipamento de RP-HPLC utilizando-se o
Método 6. Cinco injecdes sucessivas foram realizadas a fim de tornar
possivel a coleta de uma quantidade suficiente para posteriores analises.
Foram coletadas as fragbes de cada pico do cromatograma. N&o foi
contabilizada a quantidade recuperada. Os segmentos coletados estdo
ilustrados no cromatograma da Figura 27.

Cada fracdo foi analisada por espectrometria de massa MALDI-
TOF, com excecdo da fragdo F5, a qual apresentou degradacgéo (ocorreu
desaparecimento do pico) durante o processo de coleta, ndo sendo
possivel identificar esse componente. Os resultados estdo ilustrados na
Figura 28.
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A identificacdo dos compostos foi realizada comparando-se a
massa obtida com as massas reportadas na literatura (MATYSIAK et al.,
2011). Na fragdo F1, os picos de maior intensidade, com m/z =
2.026,678, sdo correspondentes ao peptideo apamina. A segunda maior
intensidade, com m/z = 2.586,160, corresponde ao peptideo MCD. O
pico m/z = 1.294,049 também corresponde ao peptideo MCD, onde z =
2. O pico com m/z = 2.865,326 corresponde a um precursor da secapina.
Nao foi possivel identificar o pico de menor massa, m/z = 792,523.
Muitos compostos presentes na apitoxina possuem massas moleculares
préximas a este valor, bem como dos picos obtidos nas fragbes F2 e F4.
Estes sinais podem corresponder a fosfolipideos, a-aminoacidos,
procaminas A e B ou acido y-aminobutirico.

A fracdo F3 demonstrou o sucesso no isolamento da melitina com
elevado grau de pureza, uma vez que nenhum outro pico, além da
melitina, foi encontrado no espectro dessa fragéo, levando em conta a
alta sensibilidade desse equipamento. A massa do pico m/z = 2.845,802
corresponde exatamente ao que é reportado na literatura para esse
composto. O pico m/z = 1.423,849 é referente a deteccdo da melitina
com z = 2. Ademais, foi realizada a espectrometria de massas do padrao
de melitina e comparado com a fracdo F3, a melitina isolada pela
metodologia desenvolvida. Os resultados estdo ilustrados na Figura 29.
E possivel observar que o padrio de melitina apresenta picos
correspondentes a outros compostos, incluindo o peptideo MCD, o
mesmo composto com m/z = 792 separado na fragdo F1 da metodologia
desenvolvida que ndo foi possivel identificar, e outros dois compostos
com m/z = 905 e 3007. De acordo com a massa molecular reportada na
literatura, 0 composto com m/z = 3.007 é possivelmente o peptideo
secapina (MATYSIAK et al., 2011). Convém ressaltar que todas essas
impurezas presentes no padrdo de melitina foram removidas com
sucesso na metodologia desenvolvida, obtendo-se melitina com elevado
grau de pureza na fragdo F3.
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4.1.4 Considerac0es sobre a primeira etapa

Pode-se observar que as etapas iniciais de preparacdo da
amostra, mais especificamente a centrifugacdo e a filtragem, atuam
como  etapas importantes no  processo  de  separacdo,
eliminando/separando componentes que conhecidamente estdo presentes
na apitoxina, e que ndo foram identificados nas etapas subsequentes de
separacdo. Em contrapartida, a etapa de GPC ndo apresenta beneficios
reais para a purificacdo da melitina e pode ser descartada do processo. O
processo de obtencdo de melitina com alto grau de pureza pode ser
alcancado somente com as etapas de centrifugacao/filtragem com
subsequente purificagdo em RP-HPLC. O fluxograma do processo de
purificacdo desenvolvido é mostrado na Figura 30.

Figura 30 — Fluxograma do processo de purificacdo desenvolvido.

| PRE-PROCESSAMENTO
1 Solubilizacdo em 20 % ACN 1
1 Centrifugagao: 13500 rpm, 5 min, coleta do 1
1 sobrenadante. 1
1 Filtragem: membrana de nylon 45 pm. 1

RP-HPLC |
| Método 6 - Coleta da fracdo F3. 1

MELITINA

Obtencéo da melitina purificada.

ARMAZENAGEM

Estocagem da melitina a -20 °C.

Fonte: o autor.
Também foi possivel diagnosticar que ocorre degradacdo de um

componente especifico ndo identificado do veneno bruto. Foi observado
gue a degradacao desse componente tem inicio logo apds a coleta, tendo
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em vista a diminuicdo dos picos referentes a esse composto nos
cromatogramas das Figura 23a e 23b. Esse mesmo composto
corresponde a fracdo F5 da Figura 27. A degradacdo continua por até
uma semana apos a coleta do veneno e ocorre mesmo com estocagem a -
20 °C. Uma anélise mais aprofundada sobre esse topico é discutida na
segunda etapa do trabalho.

4.2 SEGUNDA ETAPA: ENCAPSULAMENTO DA MELITINA

O objetivo desta etapa do trabalho foi avaliar a formulagdo de
nanoparticulas lipidicas sélidas (NLSs) via técnica de fusdo/dupla
emulsdo, com a finalidade de se desenvolver um sistema de entrega
estavel para a melitina.

4.2.1 Avaliacdo da estabilidade da melitina

Tendo em vista a etapa de fusdo no processo de preparacio
dessas nanoparticulas, foi necessario avaliar a estabilidade térmica da
melitina. Para isso, elaborou-se uma analise que consistiu em aquecer
em banho-maria uma amostra do veneno bruto até 80 °C durante uma
hora. Aliquotas do veneno foram recolhidas ao longo do tempo e
injetadas em RP-HPLC para averiguar se houve alteracdo no pico
referente a melitina. A Figura 31 mostra os resultados obtidos para esse
experimento.

Foi observado ao longo do experimento um progressivo
aumento da coloracdo amarela na amostra analisada. Os cromatogramas
comparativos mostram a sobreposicdo exata da maioria dos picos,
inclusive o pico referente a melitina, indicando que ndo houve
degradacdo da melitina e, portanto, ela poderia ser aquecida até 80 °C na
etapa de fusdo na preparacdo de nanoparticulas sem maiores problemas.
Todavia, ocorreu uma diminuic¢do do pico com R; = 28 min ao longo do
periodo de aquecimento. Isto provavelmente indica a degradacdo deste
composto, bem como pode explicar o aumento da coloragdo amarela da
amostra. Ha grandes possibilidades que esse seja 0 mesmo composto
ndo identificado nos experimentos do item 4.1.3.3.

Também foi avaliada a estabilidade da melitina quanto ao
aspecto da armazenagem. Um teste semelhante ao anterior do veneno
bruto foi realizado. Desta vez, a amostra foi estocada a 5 °C durante o
periodo de um més. Aliquotas da amostra foram injetadas em RP-HPLC
ao longo desse periodo. A Figura 32 mostra o resultado desse
experimento. Novamente é possivel notar que ocorre a sobreposicdo da
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maioria dos picos, havendo uma pequena alteracdo no pico da melitina
no que se refere ao tempo de retencdo. Porém, a resolucéo e as areas dos
picos sdo mantidas, indicando que ndo houve degradagdo da melitina
durante o periodo de estocagem. Igualmente ao teste anterior, e também
como foi analisado no experimento do item 4.1.3.2, ocorre a degradacéo
de algum componente do veneno bruto logo apds sua coleta. E possivel
observar uma dréastica reducdo na altura e na area do pico ao longo do
experimento até o quase completo desaparecimento. Os resultados
desses dois testes, bem como o do item 4.1.3.2, indicam que existe um
composto muito instavel presente no veneno bruto, o qual sofre
degradacdo logo apds a coleta da apitoxina. Devido a essa caracteristica,
nao foi possivel identificar esse composto via técnica de espectrometria
de massa. Possivelmente esse componente sofre oxidacao pela presenga
de ar ou luz, como € o caso de diversas moléculas de origem bioldgica.

Figura 31 — Cromatogramas (RP-HPLC) da avali¢do da estabilidade da melitina
frente ao aumento de temperatura: t, (azul); t = 30 min (roxo) e t = 60 min
(preto). (a) sobreposi¢do dos cromatogramas to, t; e t,. (b) sobreposicéo dos dos
cromatogramas ty, t; e t, referentes ao composto desconhecido.

44000000
3000000 —
|
2000000 |
eﬁ MELITINA |
S ——
1000000 —
o ‘\‘f\“‘f"\\ T UL PR N S T \\}L
25 50 75 100 125 150 175 20.0 225 250 275 min
u
1000000 -
750000 —
500000 —
250000 —
L e e B B e e e e e e e L B
26.25 26.50 26.75 27.00 2125 2750 21.75 28.00 2825 2850 2875 min
Fonte: o autor. ( )

Comprovada a estabilidade da melitina, pode-se prosseguir para
as proximas etapas da elaboragdo de um sistema de armazenagem para a
melitina. Assim, deu-se inicio & produgéo de melitina com elevado grau
de pureza e a prepara¢do de NLSs contendo melitina.



104

Figura 32 - Cromatogramas (RP-HPLC) da avaligdo da estabilidade da melitina
frente ao periodo de armazenagem. t, (laranja); t; = 15 dias (verde) e t, = 30 dias
(preto). (a) sobreposicdo dos cromatogramas tg, t; e t,. (b) sobreposicéo dos dos
cromatogramas to, t; e t, referentes aos compostos desconhecidos.

ul

1500000 mmmmmmmmmmm e

! i
000 | | MELITINA |

1000000
750000

1500000

1250000

1000000

750000

500000

250000

610 620 630 64.0 65.0 66.0 67.0 68.0 69.0 700 710 720 730 74,0 min

Fonte: o autor. (b)

4.2.2 Producéo de melitina em escala analitica

Para a producéao de pequenas quantidades de melitina, em escala
analitica por cromatografia, utilizou-se uma coluna analitica com a
injecdo "sobrecarregada” (em termos de analise), ou seja, em
concentracdes superiores as normalmente utilizadas em escala analitica.
Seguidas inje¢des de 100 pL da amostra de apitoxina foram realizadas
no RP-HPLC utilizando-se 0 Método 6. A fracdo F3 de cada corrida
cromatogréafica foi coletada de maneira analoga a realizada no item
4.1.3.3. Obteve-se, dessa forma, uma solug¢do concentrada de melitina.
Essa solucdo foi entdo liofilizada de modo a se obter a melitina na forma
solida. A Figura 33 mostra a melitina apds ser liofilizada, a qual foi
posteriormente utilizada na preparacdo de nanoparticulas lipidicas
solidas.
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Figura 33 — Obtengdo da melitina através de seguidas inje¢Bes sobrecarregadas
no RP-HPLC e subsequente liofilizacéo.

Fonte: o autor.

4.2.3 Preparagdo de NLSs contendo melitina

A preparacdo das nanoparticulas seguiu a metodologia descrita
no item 3.2.1. Diversos testes foram realizados alterando-se parametros,
como as massas dos reagentes e poténcia de sonicacdo, de modo a se
identificar um tamanho de particula entre 300 e 400 nm. Primeiramente,
as NLSs foram preparadas e caracterizadas sem a adicdo de melitina.
Em seguida, a melitina foi adicionada na fase aquosa interna durante o
preparo. Medidas de tamanho de particula e potencial zeta foram
realizadas como forma de caracterizacdo, as quais estdo reportadas na
Tabela 11.

Tabela 11 - Medidas de potencial zeta e didmetros de particula das
nanoparticulas de acido estearico.

Diémetro ;
Experimento  Nanoparticula Potencial médio de Indice de
P P Zeta (mV) Particulas Polidisperséo
(hm)

1 Branco -385+1,3 408,0+6,6 0,282 +0,021
Melitina -33,8+0,3 422,3+6,2 0,242 + 0,003

2 Branco -38,6 +0,3 330,2+4,4 0,183 + 0,015
Melitina -348+1,1 399,3+4,3 0,266 + 0,020

3 Branco -34,1+0,9 301,5+0,9 0,215 £ 0,030
Melitina -36,0 £ 0,7 337525 0,208 £ 0,019

Fonte: o autor.

Analisando-se os dados é possivel verificar que os sistemas
preparados resultaram em miniemulsfes estaveis com particulas na
escala nanométrica. H4& um aumento médio de aproximadamente 39,7
nm no didmetro das particulas quando estas sdo preparadas com a adi¢do
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de melitina na fase aquosa interna. Este aumento no tamanho da
particula é um forte indicativo de que a melitina estd aprisionada no
interior da fase aquosa ou mesmo na interface da fase aquosa com a
camada lipidica.

Conforme citado no item 3.2.2.2, um valor elevado de potencial
zeta é importante para uma boa estabilidade fisico-quimica do sistema
coloidal, uma vez que grandes forcas repulsivas tendem a evitar a
agregacao das particulas. Como pode ser observado na Tabela 11, todas
as amostras avaliadas apresentaram modulo do potencial zeta superior a
30 mV, atendendo ao pré-requisito para uma boa estabilidade da
dispersdo. Testes a respeito da estabilidade da dispersdo ndo foram
realizados, porém, visualmente, a dispersdo permaneceu estavel, sem
ocorrer precipitacdo, pelo periodo de um més, até serem descartadas.

4.2.4 Considerac0es sobre a segunda etapa

Testes iniciais demonstraram que a melitina apresenta
estabilidade suficiente para suportar 0 processo de preparacdo de NLSs
via técnica de fusdo/dupla emulsdo, além de ndo sofrer degradacéo
guando armazenada em solugdo a 5 °C por um periodo de 30 dias,
indicando que formulagdes de farmacos contendo melitina podem ser
elaborados e manterem suas atividades pelo periodo de pelo menos 30
dias.

Além disso, foi comprovado que a metodologia de separagdo e
purificacdo desenvolvida fornece melitina com elevado grau de pureza.
Entretanto, devido a escala analitica do processo, a quantidade de
melitina obtida é baixa, requerendo vérias injeces para se obter uma
guantidade necesséria para aplicagdes posteriores.

Os testes iniciais do encapsulamento da melitina com o
proposito de se obter um sistema de armazenagem e liberacdo do
farmaco mostraram uma estabilidade satisfatéria do sistema. Ademais,
as medicdes do didmetro da particula s&o um bom indicativo de que de
fato ocorreu o encapsulamento da proteina. Todavia, ndo é possivel uma
analise somente por esse parametro para verificar se a melitina esta de
fato contida na nanoparticula, bem como o local especifico onde ficou
retida. O estudo nessa etapa limitou-se a verificar a possibilidade de se
utilizar a técnica de encapsulamento via fusdo/dupla emulsdo, o qual, de
acordo com os resultados obtidos, parece promissor. O estudo acabou
sendo limitado por entraves como tempo, pouca quantidade de proteina
isolada e a falta de equipamentos adequados para a realizacdo de
analises e preparo da dispersdo. Porém, tem-se a intencdo de dar
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continuidade a esse estudo realizando testes mais aprofundados a fim de
se verificar a eficiéncia no encapsulamento da melitina.

43 TERCEIRA ETAPA: AVALIACAO ECONOMICA DO
PROCESSO DE PURIFICACAO

Para a avaliagdo do custo de manufatura da melitina, foi
considerado somente a etapa do processo que corresponde a separagéo
cromatogréafica. Os custos correspondentes ao material necessario para o
pré-processamento, aquisicdo e transporte da matéria-prima e custos
operacionais dessas etapas ndo foram considerados.

Um escalonamento foi realizado transpondo-se dados da
metodologia desenvolvida no processo de menor escala para uma escala
apropriada as necessidades produtivas. Convém ressaltar que conforme
pode ser observado no item 4.1.3.3 (Figura 27), apés 15 min decorridos
da metodologia desenvolvida, ja é possivel obter melitina purificada.
Por essa razdo, foi definido o tempo de injegdo como sendo de 15 min.
A descricdo da metodologia escolhida para o scale-up esta descrita na

Figura 34.

A Tabela 12 contém as condi¢bes operacionais para cada um
dos cenarios estimados. Para a producdo de pequenas quantidades de
melitina, em escala analitica por cromatografia pulsada, optou-se pelo
uso de uma coluna analitica com a inje¢do "sobrecarregada” (em termos
de analise), ou seja, em concentracdes superiores as normalmente
utilizadas em escala analitica. Manteve-se a mesma concentracdo de
extrato na alimentacéo (100 g/L), salvo para 0 modo de operagdo SMB
gue suporta concentragdo mais elevada na injecao.

Os custos diretos constituintes do custo de manufatura (COM)
foram determinados e estdo apresentados na Tabela 13. Pode-se
observar a redu¢do no custo de manufatura com o aumento de escala em
HPLC-batelada. Mesmo assim, o modo de operacdo em SMB continua
sendo o mais econémico (1.504,03 US$/kg), em conformidade com o
que é discutido na literatura (PYNNONEN, 1998; ROSA e MEIRELES,
2005).
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Figura 34 - Gradiente de solvente e tempo de injecéo utilizados para o scale-up.

55,0
50,0 - -
45,0
40,0 9 O,
35,0 ;
30,0 © v

25,0 - !
0,0 5,0 10,0 15,0
Tempo (min)

Método 6

% acetonitrila

Fonte: o autor.

Para os cendrios avaliados, nas condi¢des citadas, os valores do
quilograma de melitina produzida sdo bastante inferiores aos valores
comercializados. O valor da embalagem de 1 mg de melitina obtido da
apitoxina, com 85 % de pureza, custa para o consumidor final, em
média, US$ 124,86, ou seja, US$ 124.857.142,86 /kg (valores obtidos
na revenda da Sigma Aldrich Brasil - 2015). Cabe ressaltar que ndo foi
possivel obter valores comercialmente praticados para as quantidades
superiores (em kg).

Dessa maneira, € possivel comparar o valor comercialmente
praticado da melitina purificada com os valores estimados pela
avaliacdo econémica do processo desenvolvido. Essa comparacgdo pode
ser visualizada na Figura 35. Observa-se que todos os cenarios
estimados possuem COM abaixo do valor do quilograma da melitina
comercializado. Cabe ressaltar que a avaliagdo econémica levou em
conta somente a etapa cromatografica do processo de purificacdo e ndo
considera os custos do pré-processamento da amostra nem o0s custos da
matéria-prima, como também ndo considera os custos envolvidos na
comercializacdo de um produto. Logo, conclui-se que, para produzir e
comercializar a melitina através do processo proposto, 0s valores do
COM seriam maiores do que 0s expostos na Figura 35.
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Figura 35 - Comparacdo entre os COM estimados e o valor de melitina
praticado no mercado.

$120.000.000,00 60,00% Valor de
$100.000.000,00 | 50,00% mercado
$80.000.000,00 | ;‘g'gg:f (ke)
, (]
$60.000.000,00 +— 50.00% Valor da
$40.000.000,00 +— 10.00% melitina
$20.000.000,00 0,00% :’kfo)duz'da
g
- - 0,
$ 10,00% % da
\Q,V“ <0 \?& @‘b redugdo de
S O QS’ ) custo
R 4
® &
C
ANALITICA PILOTO COMERCIAL SMB
Valor de mercado $ $ $
(kg) $124.857.142,86 124.857.142,86 124.857.142,86 124.857.142,86
Valor da melitina $ $ $
produzida (kg) $ 66.663.205,83 5.662.609,98 318.784,05 1.504,03
% da reducdo de
custo 46,60% 95,46% 99,74% 99,98%

Fonte: o autor.

Pode-se observar na Figura 36 que o custo de manufatura da
melitina em escala analitica é distribuido entre os custos indiretos (fixos
e gerais) e diretos, como matéria-prima (solventes e fase estacionaria) e
mé&o-de-obra. Com o0 aumento da escala para os processos em HPLC-
batelada, observa-se que 0s custos dominantes se voltam para a matéria-
prima (solventes e fase estacionaria). Para o processo em modo SMB, o
COM ¢é dominado pelos custos de utilidades além do custo de matéria-
prima. O incremento no custo de utilidade ao aumentar-se a escala do
processo é compreensivel (nos cenarios comercial e SMB), visto que
guanto maior a unidade produtiva, maior o consumo de energia. Para 0s
processos em HPLC-batelada, a maior parte do COM ¢é oriunda do custo
matéria-prima (RCM), nesse caso, a fase estaciondria das colunas
utilizadas. Em modo SMB had uma grande reducdo da influéncia do
RCM no COM. lIsso se deve ao fato de que uma planta de SMB, em
comparagdo ao HPLC-batelada, requer menos fase estacionaria, utiliza
particulas maiores a um menor custo e consome menos solvente.

E importante salientar que a estimativa econdmica do custo de
manufatura utilizado proposto por Turton (2012), Equagéo (2), englobou
0s custos indiretos, fixos e gerais, e diretos, onde a taxa de depreciacéo
(10 % do FCI) foi agregada ao custo final. Essa analise ainda serve,
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portanto, para trazer atencdo ao potencial comercial dos processos
guimicos que podem ser desenvolvidos no pais, com possivel
rentabilidade, embora seja necessario um mercado com interesse no
produto. Convém ressaltar o potencial farmacol6gico e cosmético dos
produtos obtidos nesses processos, de acordo com diversos estudos ja
citados nesse trabalho. Além disso, a aproximacdo do COM ¢ valida
dentro de uma perspectiva industrial, onde se existe uma estrutura ja
esta montada e esse processo € passivel de ser estruturado dentro de uma
cadeia comercial. A partir dessa analise, sdo necessarias ainda estudos
de otimizagdo, que vém ao encontro do desenvolvimento de um
processo economicamente vidvel e competitivo internacionalmente.

Figura 36 - Distribuicdo dos custos integrantes no custo de manufatura da
melitina pelas respectivas unidades de separacdo, onde FC é o custo fixo, GC
sdo custos gerais, UC é o custo das utilidades, LC é custo da méo-de-obra,
RMC ¢ o custo da matéria-prima (solventes e fase estacionaria) e WTC é custo
do tratamento de residuos.
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ANALITICA  PILOTO COMERCIAL  SMB

Fonte: o autor.

Dessa forma, no conjunto, o beneficiamento e a obtencdo do
composto  bioativo melitina se mostram economicamente e
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tecnologicamente viaveis, dentro das condigdes aqui propostas, servindo
como estimulo ao desenvolvimento comercial para obtencdo de
produtos de alto valor agregado.






5 CONCLUSAO

O ensaio com ultracentrifugacédo e filtracdo demonstrou que o
objetivo especifico de se utilizar técnicas robustas com baixa resolucéo
para capturar e concentrar a melitina foi alcancado. Com o conjunto
destas duas técnicas foi possivel eliminar a maioria dos componentes
presentes na apitoxina, contendo, ao final, somente biomoléculas com
carateristicas semelhantes & melitina, como a apamina, na amostra
recolhida, bem como a prépria melitina. Atraves da etapa de RP-HPLC
foi possivel obter melitina com um altissimo grau de pureza em escala
analitica, separando com eficiéncia a melitina da apamina em um curto
tempo de analise, alcangando, também, o objetivo especifico de se
desenvolver um método rapido e simplificado.

Verificou-se que a técnica de GPC cumpriu 0 mesmo propdsito
da centrifugacdo associada & filtragdo, capturando e concentrando a
melitina. Entretanto, tendo em vista 0 maior custo operacional dessa
técnica frente as técnicas mais simples de centrifugacdo e filtracdo,
optou-se por excluir a técnica de GPC ao se elaborar o protocolo de
purificacdo da melitina. Ao final, de forma a simplificar e reduzir custos
no futuro escalonamento do processo, as técnicas selecionadas para o
processo de purificacdo foram somente a centrifugacdo associada a
filtrac@o e a purificagdo refinada em cromatografia em fase reversa.

Na segunda etapa do trabalho, no qual foi analisada a
viabilidade de encapsulamento da melitina através de NLSs, a melitina
demonstrou ter estabilidade térmica suficiente para suportar o processo
de fusdo do lipideo. Ademais, a caracterizacdo das nanoparticulas
formuladas indica a provavel encapsulacdo do peptideo, tendo em vista
0 aumento no didametro das particulas. Os resultados obtidos até o
momento mostram que é possivel obter NLSs estaveis de &cido esteérico
com potencial aplicabilidade para encapsulacdo de melitina. Para a
comprovacao de eficiéncia farmacoldgica desse sistema proposto, mais
testes s80 necessarios.

Por fim, a analise econdmica do processo de obtencdo e
purificagdo da melitina demonstra a viabilidade econdmica na
implantacdo dessa tecnologia. Os menores custos especificos ocorrem
com a ampliacdo da escala a partir de 100 vezes a escala analitica, no
qual os custos encontrados, dentro das condicbes operacionais
propostas, sdo inferiores aos comercializados atualmente. Além disso,
ainda é possivel otimizar o processo visando um melhor rendimento.

O custo especifico da melitina obtida através de SMB na
avaliagdo econdmica demonstra a necessidade de um maior
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aprofundamento técnico sobre esse processo de purificacdo, visto que é
especialmente atrativo economicamente.

Todavia, para o processo produtivo ser aplicavel em qualquer

uma das escalas, é imprescindivel uma estrutura de fornecimento da
matéria-prima regular, ou producéo prdpria, em grandes quantidades, o
qual é dificilmente encontrado no Brasil, tendo em vista que a grande
maioria dos apicultores brasileiros ainda ndo trabalha com a produgéo
de apitoxina. Para tanto, um extenso trabalho de parceria junto as
associacdes de apicultores seria necessario para garantir o fornecimento
da matéria-prima.

5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

avaliar a utilizacdo de solventes verdes, como o etanol no
processo de purificacao;

estudar o empacotamento de colunas em escala piloto e
verificar sua performance na separagdo da melitina;

verificar se o peptideo foi eficientemente encapsulado nas
nanoparticulas;

mimetizar condic@es fisioldgicas e estudar o perfil de liberacdo
de melitina das NLSs;

verificar a ocorréncia de degradacdo de células cancerigenas
frente a aplicacdo de NLSs contendo melitina;

incorporar o acido félico na segunda emulsdo na formulacao
das NLSs de modo a direcionar as nanoparticulas aos tumores.
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