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RESUMEN

Objetivo: Analizar los efectos de la practica de la apiterapia con el uso de la apitoxina asociado al ultrasonido terapéutico
(UST) mediante la fonoforesis.

Método: Se realizd un analisis del efecto fisioldgico muscular del principio activo, (apitoxina) inducido por via transdérmica
y las variaciones de la masa corporal en cuatro grupos de ratas albinas Wistar, distribuidas de la siguiente forma: G1,
con UST continuo (control), G2, con UST pulsado (control), G3, con UST continuo y apitoxina, y G4, con UST pulsado y
apitoxina. Durante quince dias consecutivos, se realizaron aplicaciones diarias a través de la combinacion de la apitoxina
con carbopol, gel utilizado para la realizacidn de esta técnica. Transcurrido los 15 dias, las ratas se sacrificaron para
verificar los efectos presentados. El mulsculo gastrocnemio se retird, disecé y sometié al ensayo mecanico. Luego del
analisis estadistico se observaron variaciones entre los grupos, con respecto a los cuatro parametros estudiados.
Resultados: El musculo gastrocnemio se retird (disecd) y sometidé al ensayo mecanico. Después del analisis estadistico
se observaron variaciones entre los grupos con respecto a los parametros estudiados: Deformacién en el limite maximo,
rigidez, tenacidad y fuerza en el limite maximo. La variacion fue mayor para el grupo G4, cuando se compard con los
demas grupos, principalmente con el grupo G2, destacando la variable fuerza en el limite maximo, que para el grupo G4
presento variaciones entre 46,00 = 2, 51 cuando se compar6 con el G2, donde se observaron variaciones entre 25,83 +
3,68. En el analisis de la masa corporal, el grupo G3 mostré reduccion significativa en relacidon con el resto de los grupos.
Conclusiones: Los efectos producidos por la apiterapia, con el uso de la apitoxina asociada al ultrasonido terapéutico
mediante la fonoforesis, demuestra ser una alternativa eficaz para la penetracion de esta sustancia y la obtencion de

mejoria con respecto a las propiedades mecanicas de la musculatura esquelética en ratas Wistar.
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INTRODUCCION

entro de las sustancias encontradas en la naturaleza,

la apitoxina es un veneno producido por la abeja

africana Apis mellifera, que en su composicion
contiene péptidos y enzimas, con potentes propiedades
antiinflamatorias. (1)

En Brasil, su utilizacion esta restringida por la ausencia
de informacion sobre los efectos de dicha sustancia, que
garantizan la eliminacion o disminucién de los riesgos
alérgicos que, de manera eventual, presentan algunas
personas. (2)

El veneno de la abeja se utiliza en la ciudad de Beijing,
China, para el tratamiento de la artritis. Mientras que,
en Estados Unidos, algunas compafias farmacéuticas

manipulan el veneno de las abejas, con la finalidad de
elaborar medicamentos para enfermedades como
esclerosis multiple.

En el siglo XIX se publican los primeros estudios clinicos
con respecto a la influencia de las picaduras de abejas en
enfermedades reumaticas. (3, 4, 5, 6)

Algunos polipéptidos de la apitoxina se citan como toxinas,
pues actlan sobre los mastocitos del tejido conjuntivo
y los basofilos sanguineos, con la liberacion de granulos
cargados de aminas biogénicas, como la histamina, cuya
accion perdura por algunos minutos; aunque, los efectos
téxicos aparecen con la utilizacion de dosis excesiva.

(7) Otras manifestaciones clinicas (edemas, eritemas y
pus), se encuentran como mecanismos no inmunoldgicos
(téxicos) inducidos por el veneno de las abejas. (8)
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Varios son los medios de aplicacion de la apitoxina, entre
ellas se encuentran: la picadura directa de la abeja, los
comprimidos sublinguales, las inyecciones, las pomadas, la
acupuntura y su aplicacion a través de la transferencia de
iones quimicos presentes en el veneno por la iontoforesis
y fonoforesis.(7,9) La actividad antiinflamatoria de la
apitoxina permanece incierta. Por eso, se realizan estudios
con modelos experimentales, a través de la induccion de
artritis por antigenos en conejos, que en muchos aspectos
se compara con la artritis reumatoide humana. (1)

La transferencia de iones presentes en los medicamentos
a través del uso de corrientes eléctricas se hace mediante
la técnica llamada iontoforesis y por ondas mecanicas con
ultrasonido terapéutico (UST), denominada fonoforesis.
(10, 1,12) Esta es una técnica fisioterapéutica que utiliza
el UST para transportar iones con fines curativos a través
de la dermis. Este método posibilita la introduccién de
diferentes iones en otras regiones del cuerpo, mediante
una via no oral, capaz de minimizar los posibles efectos
indeseables que pueden ocurrir en la administracion del
farmaco, siendo una técnica segura, sin dolor y no invasiva.

El uso del UST, asociado con distintos medicamentos se
utiliza desde hace varios afios. Algunos buscan determinar
los posibles beneficios aportados por esta técnica, a través
de estudios de las drogas mas utilizadas, sus principales
indicaciones y el éxito de la absorcion de estos iones.
(11,13)

El UST se caracteriza como un movimiento ondulatorio en
forma de onda mecanica de alta frecuencia, que transmite
energia a través de la vibracion de las particulas del medio
(14). Esta constituido por dos partes: un transductor y un
circuito eléctrico. Para que ocurra la conversion de energia
eléctrica en mecéanica, el circuito eléctrico convierte la
tension de la red en corriente alterna y pasa este voltaje
para el transductor de la misma frecuencia del cristal. Este
aparato promueve efectos térmicos y mecanicos, aparecen
en primer lugar los efectos mecanicos y luego los térmicos.
En Brasil, la frecuencia ya esta predeterminada de 1 MHz
0 3 MHz, y a mayor frecuencia de la onda, menor es su
penetracion. (14)

Debido al aumento de la permeabilidad de la membrana
durante la aplicacién del UST, ocurre el transporte activo
de las sustancias compuestas en los medicamentos, lo que
luego facilita la penetracion de las drogas en cuestion. (15)
El UST continuo o pulsado se utiliza para obtener efectos en
la fonoforesis, método que al contrario de la iontoforesis,
mueve las moléculas enteras, y no los iones, hacia dentro
de los tejidos; (15) ademas, el potencial de profundidad de
penetracion de la fonoforesis es mayor que la iontoforesis
y disminuye los riesgos de lesiones y quemaduras de la piel
que pudieran presentarse con el uso de esas técnicas. (13)

Este estudio experimental tuvo el objetivo de analizar
los efectos de la practica de la apiterapia con el uso de la
apitoxina asociado al UST. Por no existir datos anteriores
publicados sobre esta asociacion, este trabajo considera
inédita la metodologia utilizada.
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MATERIALES Y METODOS

Animales: En el trabajo experimental se utilizaron 30
ratas albinas (Rattus Novergicus) de linaje Wistar, con una
masa corporal desde 200 g hasta 300 g y alrededor de
100 dias de vida. Durante el experimento, los animales se
mantuvieron en el bioterio de la institucion, con iluminacion
y temperatura controlada, un ambiente higienizado, agua
y alimentos en abundancia.

Se observaron respuestas a las siguientes variables
utilizadas:

- Propiedades mecanicas del musculo: Se tuvieron en
cuenta los limites de fuerza en el limite maximo (Fmax)
dado en N, la deformacion en el limite maximo (Dmax)
dado en mm, la rigidez dado en N/m vy la tenacidad dado
en N.mm.

- Aplicacion de la apitoxina: Se tuvo en cuenta su aplicacion
0 no.

-Ultrasonido terapéutico: Se tuvo en cuenta su aplicacion
en el modo continuo o pulsado y su asociacién o no con la
apitoxina.

Para la aplicacion del método, las ratas se dividieron de
forma aleatoria en cuatro grupos:

GRUPO 1 (n=7): UST continuo. Los animales se sometieron
a la aplicacion de UST, modo continuo, con frecuencia de
1 MHz, intensidad de 0,5 W/cmZ2, durante 5 minutos y
asociado con el gel carbopol.

GRUPO 2 (n=7): UST pulsado. Los animales se sometieron
a la aplicacion de UST, modo pulsado, con una frecuencia
de 1 MHz, intensidad de 0,5 W/cmZ2, durante 5 minutos,
asociado con el gel carbopol.

GRUPO 3 (n=8): Apitoxina y UST continuo. Los animales
se sometieron a la aplicaciéon de UST, modo continuo con
intensidad 0,5 W/cm?2, frecuencia de 1 MHz, durante 5
minutos, mas el gel carbopol asociado con el principio
activo (apitoxina).

GRUPO 4 (n=8): Apitoxina y UST pulsado. Los animales
se sometieron a la aplicacion de UST, modo pulsado
con intensidad 0,5 W/cm?2, frecuencia de 1 MHz, por 5
minutos, asociado con el gel carbopol mas el principio
activo (apitoxina).

La concentracion diaria de apitoxina en el gel carbopol fue
de 0,5 pg/g de gel, que simulé una picadura de abeja por
dia, en cada aplicacion.

El procedimiento se realizd en las patas izquierdas, sobre
los musculos gastrocnemios, después de someterse a la
aplicacion del anestésico local, se retiraron los pelos, se
higienizé con jabdn, agua templada y luego se secaron las
patas con una toalla. La aplicacidon se realizd en todos los
grupos, durante 15 dias consecutivos.

Tras la realizacion del procedimiento, las ratas se
sometieron a un proceder de eutanasia con dosis excesiva
de tiopental (0,2ml/100 g de animal) y se disecaron sus
musculos gastrocnemios izquierdos. Se preservaron,
ademas, las extremidades para la fijacion y la realizacion
del ensayo en la maquina de traccion.
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La realizacion del trabajo se realizd conforme con las
normas del comité de ética, se siguieron todos los principios
propuestos por autores acreditados por la UNESCO, que
elabora la declaracion de los derechos de los animales. (16)
El experimento se direccion6 de acuerdo con los cuidados
necesarios para evitar el sufrimiento de los animales. (17)

Analisis biomecanico del tejido muscular

Para el analisis del tejido muscular, se realizé el ensayo
de traccion del conjunto femur-gastrocnemio-calcaneo
izquierdo de las ratas. La maquina de ensayo EMIC- modelo
DL3500, del Laboratorio de Investigacidn en Materiales
Odontoldgicos de la Universidad de Uberaba (UNIUBE),
equipada con una célula de carga 50 kgf, se utilizé para la
ejecucion del ensayo mecanico. La maquina de ensayo se
conecté a una microcomputadora equipada con software
capaz de obtener, con precision, los valores de carga y
estiramientos del tejido muscular.

Se utilizé un accesorio especial para la fijacion de las patas
que permitio el desarrollo de los ensayos de traccion de los
musculos, preservando su origen e insercidon muscular.
Los parametros escogidos para el ensayo fueron: Una
precarga de 0,30 kgf, velocidad del ensayo de 10 mm/min,
limites de carga y estiramientos de 8,00 kgf y 25 mm,
respectivamente. Después de cada ensayo se observo
donde ocurrid la rotura de las fibras musculares. Para cada
aumento de carga aplicada al musculo se obtuvo un valor
resultante de estiramiento, lo que posibilité la construccion
de los graficos de carga en funcion del estiramiento, a
través del programa Microsoft Excel XP Professional®.

A continuacién, se analizaron los siguientes parametros
referentes a las propiedades mecanicas: Limite de fuerza
maxima (FMax); limite de deformidad maxima (DMax);
rigidez y tenacidad.
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Analisis estadistico

Para el andlisis simultaneo de los grupos, se utilizd el
test ANOVA y para la comparacion entre los grupos, se
aplico el test “Tukey-Kramer”, en pares y “Kruskal-Wallis”,
en individuales, siendo adoptado para ambos un nivel de
significacion menor de 5%.

RESULTADOS

En el ensayo de traccion muscular se priorizé la ruptura
de la fibra muscular. Por lo tanto, los tejidos que sufrian
ruptura en el tenddn calcaneo, se excluyeron del andlisis.
La tabla 1 refiere la desviacién estandar de la masa
corporal (g) de los animales antes de la aplicacion del
procedimiento y antes de la eutanasia para los cuatro
grupos de animales subdivididos de forma aleatoria en
G1 (control UST continuo), G2 (control UST pulsado), G3
(apitoxina asociada con el UST continuo) y G4 (apitoxina
asociada con el UST pulsado).

A pesar de no ser objeto de estudio en esta investigacion,
se verifico que los grupos de UST continuo (G1), UST
pulsado asociado con apitoxina (G4) y UST pulsado (G2),
no presentaran diferencias significativas relacionadas con
las masas corporales antes del procedimiento y antes de la
eutanasia, sin obtener ganancia o pérdida significativa de
sus masas en 15 dias. Mientras tanto, el grupo apitoxina
asociado con UST continuo (G3) demostré una reduccion
significativa de los valores de masa corporal.

La tabla 2, demuestra los resultados referentes a los
valores obtenidos con el ensayo de traccion muscular de
los musculos gastrocnemios de las patas izquierdas de
los animales. Se observo desviacion estandar referente a
la fuerza en el limite maximo (FMax), deformacion en el

Tabla 1: Valores de masa corporal (gramas) inicial y final al procedimiento.

UST continuo UST pulsado Apitoxina e UST Apitoxina e UST
continuo pulsado
Inicia  Final Inicia  Final Inicial Final Inicial Final
| |
Media 256, 253, 301, 288, 271,875 257,43 2835 280,69
71 08 71 86
Desviacion 240 224 32,4 271 22,3443 20,099 37,0752 20,764
estandar 67 86 64 4

« p<0,05 vs Apitoxina UST Continuo — inicial.

Leyenda: UST = ultrasonido terapéutico
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Tabla 2: Valores estandarizados de los resultados encontrados para las variables biomecanicas:

fuerza en el limite maximo (Fmax), deformacion en el limite maximo (Dmax), rigidez y tenacidad, a

partir del ensayo de traccion muscular referente a cada grupo estudiado.

FMAX DMAX RIGIDEZ TENACIDAD
(N) (mm) (N/m) (N.mm)
Grupos
G 1 (UST continuo) 33,28 +8.75 15,94 + 6,59 371489 + 030 + 0,16
141883
G 2 (UST pulsado) 2583 + 3,68 11,86 + 3,67 3812,92 + 0,16 + 0,07
155114
G 3 (apitoxina y 33,77 + 8,00 16,21 + 3,70 4033,20 + 026 + 0,09
UST continuo) 1477 15
G 4 (apitoxina y «46,00 + 2,51 15,65 + 0,94 ‘W 605943 % 0,31 + 0,03
UST pulsado) 338,64
Basal 4567+ 144 12,96 +1,43 595163 + 0,28 + 0,055
766,90

*p< 0,05 vs. UST Pulsado.
*p < 0,05 vs. UST. Continuo.

m p < 0,05 vs. Apitoxina y UST Continuo.

limite méximo (DMax), rigidez y tenacidad.

En relacion con la variable (FMax), se percibié diferencia
significativa entre los grupos apitoxina asociada con el
UST pulsado y UST pulsado, con valores mayores para el
primero. No hubo diferencia significativa entre los grupos
para la variable deformacion maxima (DMax). En cuanto a
la rigidez, se observé diferencias significativas cuando se
comparo el grupo apitoxina asociada con al UST pulsado y
los grupos UST continuo y UST pulsado asociados con la
apitoxina y el UST continuo.

Para la variable biomecanica tenacidad, hubo diferencia
significativa entre los grupos apitoxina y UST pulsado y
UST pulsado.

DISCUSION

El UST es muy utilizado en las ultimas décadas para
terapias fisicas y como promotor de permeabilidad cutanea
de farmacos, lo que facilita la absorcion cutanea conocida
por fonoforesis o sonoforesis.(18) El ultrasonido es el
recurso fisico mas utilizado en el tratamiento de lesiones
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de tejidos flacidos, pudiendo acelerar la reparacién de
los mismos en sus diferentes aspectos.(19) Mendonca y
colaboradores hacen referencia a la propagacion de las
ondas ultrasoénicas de dos modos: el continuo y el pulsado.
(20) La diferencia entre ellos esta en la interrupcion de la
propagacion de energia. En el modo continuo no ocurre
esta interrupcion, por lo tanto, se percibe un depésito
constante de energia sobre los tejidos radiados. En el modo
pulsado, hay interrupciones frecuentes en la propagacion
de energia.

De acuerdo con algunos autores, (21, 22) el ultrasonido
pulsado maximiza el efecto mecanico de la radiacion, lo
que resulta un aumento de la sintesis de colageno, que
llega a 30% contra 20% con el ultrasonido continuo, para
la misma intensidad. Dentro de una de las investigaciones
se evidencia efectos bioldgicos del ultrasonido que estan
relacionados con la cavitacion, microampollas gaseosas en
el estrato cérneo, las que al romperse permiten el paso de
la droga. (14) Estos efectos son méas pronunciados con el
ultrasonido pulsado.

Los efectos atérmicos relatados por Oliveira y colaboradores
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(10) auxilian la penetracion de la droga por medio de la
oscilacion de particulas en el tejido que alteran el potencial
de la membrana y promueven de forma transitoria la
desnaturalizacion de la estructura proteica del estrato
corneo, lo que aumenta la permeabilidad celular. Algunos
estudios (23, 24) comparan el UST pulsado y UST continuo
con respecto al transporte transdérmico de ketoprofen, gel
en los humanos. Esos trabajos concluyen que el UST pulsado
aumenta el poder de penetracion del producto, actuando
como promotor. Los resultados detectados en este trabajo
coincidieron con esas investigaciones. Al compararla con
los demas grupos, las variables biomecéanicas de fuerza
maxima y rigidez fueron significativas en el grupo sometido
a la aplicacion de UST pulsado asociado con la apitoxina.
Se observa que el gel carbopol es el medio para la
transmision de la onda ultrasonica, siendo, por lo tanto,
el agente de acoplamiento de UST mas indicado.(25) La
asociacion de apitoxina con este gel permitié una buena
conduccion de las ondas sonoras y en consecuencia de la
toxina para el interior del tejido muscular.

Esta sustancia, no esta estudiada en lo que se refiere a
las variaciones en los parametros musculares. Conforme
con los resultados encontrados, se observaron mejores
valores biomecanicos para el grupo de animales tratados
con apitoxina y UST pulsado. El hecho de presentar mayor
fuerza en el limite maximo, ademas de mayor rigidez y
tenacidad, indic6 una mayor resistencia muscular en estos
animales al compararlos con los otros grupos. El uso de
UST aumenta la resistencia del musculo tratado en relacién
a la carga impuesta al mismo, presentando mejores
propiedades mecanicas en su deformacion y también un
mayor soporte de carga, obteniéndose acciones benéficas
sobre el tejido muscular. (26) La terapia asociada con el UST
y la apitoxina demuestra que el tejido muscular presentd
mayor almacenamiento de energia elastica; ademas, la
capacidad de soportar mayor carga hasta el limite para
la modificacién de su estructura que consecuentemente
generd ruptura de las fibras musculares.

Este resultado es una indicacidon positiva de la accion
de la apitoxina sobre el musculo, una vez que también
se observaron mayores valores para la carga del limite
maximo en estos musculos, dejandolos mas resistentes
a las lesiones y rupturas, resistencia que en otras
circunstancias de andlisis ya se verificaron por algunos
autores e indica ser el ensayo de traccién, una forma de
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analisis para preservar las caracteristicas fisioldgicas del
musculo. (34,35,36,37)

La veracidad de que los musculos gastrocnemios de
los animales que recibieron la apitoxina con ultrasonido
pulsado presentaron mejores resultados para las
propiedades mecéanicas estudiadas, indica posiblemente
una modificacion en la estructura de los musculos
gastrocnemios de las ratas, el que no fue posible confirmar
por la falta de anélisis histolégico, esta fue una limitacion
del estudio.

Conforme a lo relatado por varios autores, (3,25,26,
27,28,29,30,31,32,33) la apitoxina se indica para el
tratamiento de afecciones reumaticas. Se sabe que
muchas de esas enfermedades llevan a la pérdida de masa
muscular. Una vez que la terapia con apitoxina ocurre, hay
una disposicidn a la prevencion de la flaqueza muscular. No
obstante, en animales experimentales, como los utilizados
en este estudio, se verificd un aumento cuando la sustancia
se asocio con el UST pulsado. Posiblemente eso se debe a
factores asociados o aislados: asociacion con el carbopol;
transmision no continua de propagacion de energia, lo que
puede facilitar la absorcion de la apitoxina. Debido al hecho
de poseer calcio en su composicion, ademas, de fosfato
de magnesio, la apitoxina podria contribuir para una
mayor absorcion del mineral y, asi, aumentar la resistencia
muscular. (22)

CONCLUSION

La terapia con el UST pulsado, en los parametros
utilizados, demuestra ser una alternativa eficaz para la
penetracion de la sustancia, asi como presenta mejores
resultados referentes a los parametros biomecanicos en
ratas, como la fuerza y deformacion en el limite maximo,
tenacidad y rigidez. El efecto protector encontrado indica
que la apitoxina actia de manera directa o indirecta sobre
el tejido muscular, aumentando la resistencia de las cargas
impuestas. Todos los grupos presentan una perdida de
la masa corporal no significativa durante el tratamiento;
mientras que, el grupo G3 muestra valores de perdida
significativos para esta variable. Se deben realizar mas
estudios para identificar la accién directa de la apitoxina
en el tejido muscular, asi como la variacion del tiempo de
tratamiento y la dosis a utilizar.
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SUMMARY
Analysis of the affect of apitoxinc introduced in the muscular-skeletal tissue through phonophoresis in
Wistar rates using the transdermic via

Objective: to analyze the effects of the practice of apitherapy with the use of apitoxine associated to therapeutic
ultrasound (TUS) through the phonophoresis.

Method: an analysis was done on the physiological muscular effect of the active principle (apitoxim) induced by
transdermic via and the variations on the corporal mass in four groups of albinic Winstar rats, distributed as follow:
G1 with continuous TUS (control), G2 with pulsed TUS (control), G3 with continuous TUS and apitoxine, and G4
with pulsed TUS and apitoxine. During consecutive fifteen days, we did daily appliances with the combination
of apitoxine and carbopol, a gel used in this technique. After those days, the rats were sacrificed to check the
effects presented. The gastronemic muscle was put out, stuffed and submitted to clinical testing. After the statistic
analysis, variations among the groups were observed regarding to the four parameters studied.

Results: the gastronemic muscle was put out, stuffed and was mechanically tested. After the statistic analysis
we observed variations among the groups regarding to the parameters studied: deformation was at the maximum
limit; rigidity, tenacity and force also at the maximum limit. Variation was greater for G4 when compared to the
rest of the groups, specially to G2, emphasizing the variable force at the maximum limit, which in G4 presented
variation between 46,00+- 2,51 when compared to G2 where there were observed variations between 25,83+-
3,68. In the analysis of body mass, G3 showed a significant reduction related to the rest of the groups.
Conclusions: the effects produced by apitherapy, with the use of apitoxine associates to therapeutic ultrasound
through phonophoresis, shows that it is an effective alternative for the penetration of the substance and the
obtainancs of betterment in respect of the mechanical properties of the skeletal musculature in Wistar Rats.

Key words: phonophoresis, ultrasound, bees, mechanical properties.
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