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“PROCESSO DE PRODUGAO DE BIOPRODUTOS ELABORADOS COM
COMPONENTES ISOLADOS DE APITOXINA DE ABELHAS Apis mellifera,
COMPOSIGAO E USO”.

Campo da invencao

A presente invencgao refere-se a um processo de obtengdo de matéria
prima e de componentes isolados de apitoxina de abelhas Apis mellifera de
baixa alergenicidade em escala industrial, com propriedades analgésicas e
antiinflamatérias para ser incorporado em formas farmacéuticas semi-sdlidas
ou liquidas, preferencialmente pomada, creme ou géis. Mais particularmente a
invengéo ora descrita pode ser usada no tratamento de artrite reumatoide e de

outros disturbios inflamatoérios e dolorosos.

Antecedentes da Invengao:

O uso de pomadas ou outra forma farmacéutica semi-sélida ou liquida,
seja injetavel ou ndo, formulado a partir de componentes bioativos da apitoxina
de abelhas Apis mellifera, foi baseado nas indicagdes da medicina popular,

que descrevem que varios componentes presentes no veneno de abelhas da

" espécie Apis mellifera sdo capazes de reduzir a inflamagéo e dor associada a

doencas inflamatérias.

Apesar da picada de abelha induzir alergias, dor e edema locais, 0
veneno de abelha tem sido usado empiricamente em intervengdes terapéuticas
para alivio da dor e edema associados a artrite reumatéide e osteoartrite.
Encontram-se relatos do uso do veneno com objetivos terapéuticos desde a
antiguidade. Cerca de 400 anos a.C., Hipécrates usou o veneno de abelhas e o
chamou de “Arcanum”, um remédio muito misterioso. Galeno (130-200 d.C.)
também mencionou o uso do veneno de abelhas em seus estudos. Também ha
relatos de que Carlos Magno, o grande conquistador, foi curado de gota por
meio de picadas de abelhas por volta de 800 d.C. Em 1858, C.W. Wolf, um
médico alemao, publicou seu livro “Apis meliffera ou o veneno de abelhas
considerado como um agente terapéutico”. Em 1935, Beck escreveu o livro

“Terapia do Veneno de Abelhas”, sendo considerado referéncia até os dias

atuais.



10

15

20

25

30

2/9

Ap6s 1945, foram iniciados diversos estudos melhor controlados com o
objetivo de investigar as propriedades terapéuticas do veneno de abelha. O
reconhecimento internacional dos produtos das abelhas como medicamentos
cresce a cada dia gracas as pesquisas devidamente conduzida que fornecem
sustentacéo ao que, na antiguidade, era apenas uma observagao empirica.

Diversos estudos conduzidos em animais experimentais demonstraram
agoes antiinflamatérias e antinociceptivas do veneno e de alguns de seus
componentes. Nesses estudos, 0 veneno geralmente & administrado de forma
diluida. A administragdo subcutédnea do veneno de abelha inibe o edema
(CHANG & BLIVEN, 1979) e a resposta nociceptiva (LEE et al., 2001)
induzidos pela carragenina em ratos. O veneno também inibe a resposta
inflamatéria induzida pelo adjuvante de Freund em ratos (KANG et al., 2002;
LEE et al., 2005). Thomsem et al. (1984) verificaram que a injegdo subcutanea
do veneno de abelha inibe a inflamagao articular induzida pela inje¢éo de
complexo imune em coelhos, observando que o veneno reduz o numero de
leucocitos no liquido sinovial, mas n&o altera a mobilidade e a fagocitose
dessas células. O veneno também induz apoptose de fibroblastos obtidos do
tecido sinovial de pacientes com artrite reumatoide (HONG et al., 2005).

O veneno também tem sido usado empiricamente em técnicas de
acupuntura. Segundo Lee et al. (2004), a injecdo do veneno em pontos
especificos (apicupuntura) reduz os sinais da artrite e a produgédo de citocinas
inflamatérias induzidos pelo adjuvante de Freund em camundongos. Kwon et
al. (2002) demonstraram que a fragdo hidrossolivel do veneno, também
administrada por meio dessa téecnica, reduz o edema e a resposta nociceptiva
induzida pelo adjuvante de Freund em ratos. Varios estudos demonstraram que
o veneno de abelha inibe a expressao de COX-2 (NAM et al., 2003; JANG et
al., 2005) e a produgéo de citocinas inflamatorias (NAM et al., 2003; REKKA et
al., 1990) e de NO (JANG et al., 2005). E possivel que a inibigao da sintese de
NO e da expressdo do gene da COX2 estejam associados a supressao de NF-
kB e da expressao da proteina quinase ativadora de mitose (JANG et al., 2005;
PARK et al., 2004).
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Vick & Shipman (1972) e Vick et al. (1972) demonstraram que o veneno
e a melitina, também aumentam a produgédo de cortisol em macacos e caes.
Esse efeito ndo é observado em animais hipofisectomizados. Chang & Bliven
(1979) também sugeriram que o efeito antiinflamatério induzido pelo veneno de
abelha esta associado a produgao de esterdides adrenais. Kwon et al. (2003)
observaram que o efeito antiinflamatério induzido pelo veneno de abelha
também depende de catecolaminas de origem adrenal. E provavel que a
estimulagédo adrenal induzida pelo veneno resulte da ativagdo de mecanismos
colinérgicos na medula espinhal (YONN et al., 2005).

Os resultados de diversos estudos conduzidos em animais
experimentais demonstrando o efeito antiinflamatério do veneno de abelha e de
alguns de seus componentes justificam o grande interesse em investigar o seu
uso no tratamento de diferentes condiges inflamatodrias. Interesse adicional
nessa investigacéo resulta do fato de que as doses das fragdes hidrossoldveis
do veneno que induzem o efeito antiinflamatério ndo causam alteragGes
importantes de varios parametros fisiolégicos (KIM et al., 2004), o que indica
certo grau de seguranga associado ao procedimento. O veneno das abelhas €
um dos mais importantes produtos apicolas devido a diversidade de seus
efeitos farmacolégicos, demonstrado ao longo dos ultimos anos, tanto por seu
emprego na forma empirica no tratamento de enfermidades osteo- articulares,
como em recentes estudos cientificos que corroboram sua atividade
terapéutica , constituindo uma rica fonte de peptidios biologicamente ativos
(BROADMAM, 1962; CHANG, 1979; SWITZER, 1979; SZOKAN, 1994; VICK,
1972ab; 1978; SIMICS, 1998).

A apitoxina € uma fonte rica em peptideos farmacologicamente e
imunologicamente ativos. Assim sendo, tem sido alvo de inumeras pesquisas
com o propoésito de elucidar os efeitos de seus componentes. Os principais
componentes da apitoxina sdo proteinas (enzimas), de peso molecular entre
19.000 daltons a 170.000 daltons; peptideos melitina, apamina etc, 2.000 a
11.500 daltons, aminas fisiolégicamente ativas, histamina, dopamina e

noradrenalina.
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A MELITINA representa 50% de seu peso seco € estimula a hipéfise-
adrenal a liberar catecolaminas e corticol, exercendo um potente efeito
antinflamatério, provoca a contragéo dos musculos lisos e do mesculo cardiaco
isolado, dilatando os capilares diminuindo a pressao arterial, bloqueia a
transmissdo de impulsos nervosos, provocando um efeito anestésico, possue
acao hemolitica e reduz os niveis de colesterol no sangue. Foi demonstrado,
que a melitina se liga a fosfolipase secretada e inibe sua atividade enzimatica
suprimindo em consequéncia, a inflamagao (SAINI, 1997).

A APAMINA é o componente ativo menor do veneno de abelha. E um
peptideo de baixo peso molecular, consistindo de 18 aminoéacidos, dos quais 4
siao de meias cistinas. E fortemente basica, como a melitina, mas, a diferenca
da melitina, nao mostra atividade citolitica contra eritrocitos. A apamina tem
efeito neurotéxicos excitatérios sobre o sistema nervoso central. Quando
injetada intravenosamente em ratos causa. hipermotilidade extrema e
descoordenada, convulsdes cronicas, seguidas por estress respiratério e morte
(ORLOV, 1998; SZOKAN, 1994).

A FOSFOLIPASE é o principal alergeno do veneno de abelha e tem forte
acdo inflamatéria. A fosfolipase degrada os fosfolipideos das membranas
celulares, possuem agéo hipotensora, previnem a atividade da tromboquinase
com agdo anticoagulante e possuem propriedades antibacteriana e antiviral
(BLASER, 1998; COTTRELL, 1981; DHILLON, 1992).

A HIALURONIDASE despolimeriza o acido hialurénico dos tecidos,
permitindo a penetragéo do veneno no organismo, € antigénica,
anafilactogénica e altamente alergénica (GMACHL, 1993).

As reagdes alérgicas, que atingem cerca de 1-2% da populagéo, sao
atribuidas, principalmente, as enzimas fosfolipase A2 e hialuronidase. No
veneno de abelhas, a primeira tem peso molecular em torno de 11.000
(AMERATUNGA, 1995; BLASER, 1998:; DHILLON, 1992) e a segunda em
torno de 40.000 D (COTTRELL, 1981; DENNIS, 1983; GMACHL, 1993,
ORLOV, 1998). A apitoxina € um produto de extrema importancia para a

terapia da artrite e de grande valor no mercado internacional. Contudo, o
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produto ainda tem uma participagao restrita neste mercado, devido a caréncia
de protocolos analiticos para atestar sua pureza € alergenicidade.

O fracionamento mostra-se como um recurso simples e potencialmente
aplicavel tanto para aferir a auséncia de adulterantes como para obter fragdes
da apitoxina com potencial alergénico atenuado, obtidos em escala industrial,
com propriedades analgésicas e antiinflamatorias para ser incorporado a
pomada ou outra forma farmacéutica semi-sélida ou liquida, seja injetavel ou
ndao. Para o tratamento de artrite reumatbide e de outros disturbios

inflamatérios e dolorosos.

Sumario da Invencéo:
O requerimento da patente esta relacionado a padronizagao de extragao

de veneno de abelhas Apis mellifera para fins medicamentos e a obtengao em
escala industrial de componentes bioativos (FAM) do veneno de abelha, de
baixa alergenicidade, para ser incorporado a pomada ou outra forma
farmacéutica semi-solida ou liquida, seja injetavel ou nao, formulados com
diferentes concentragdes. Para o tratamento de artrite reumatéide e de outros

distarbios inflamatérios e dolorosos.

Descrigdo detalhada da invencao:
Os métodos de extragdo e ou obtengdo de veneno diretamente das

colméias, estdo baseados em estimulo elétrico, evitando que o inseto perca a
vida durante o processo de extracéo. Este método consiste na instalagéo de
placas de vidro coletoras instaladas na entrada das colméias, onde a abelha ao
retornar para o interior destas, recebe um estimulo elétrico de 415- 420 volts,
liberando o veneno na placa coletora.

Os melhores enxames para a produgdo de apitoxina devem ser bem
populosos, com boa postura da rainha e bons produtores de propolis. O teor
de umidade e a temperatura do ambiente é diretamente proporcional a
quantidade de apitoxina obtida em cada coleta, ou seja, quanto maior a
umidade e temperatura, maior sera a quantidade de apitoxina obtida. O
veneno ejetado pelas abelhas nas placas coletoras deve ser retirado com

aproximadamente 5 horas, evitando exposigdo excessiva deste com 0 meio
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ambiente, protegendo-o de oxidagao, contaminagdo com particulas em
suspensdo no ar e fragmentos de outras abelhas. Estas medidas sao
necessarias para que a apitoxina tenha qualidade e pdssa ser utilizada como
matéria prima de medicamentos. Os coletores de veneno, devem ser instalados
a cada 10 dias, e cerca de 0,5 a 1,8 gramas de veneno, sao obtidos durante o
periodo aproximado de 5 horas. As abelhas ao receberem a descarga elétrica,
ferroam o vidro, liberando o veneno. Este tem aspecto liquido e ao tomar
contato com o ar se cristaliza. Ap6s a coleta em campo, as placas de vidro sao
retiradas e transportadas em caixa térmica até o laboratério ou cémodo
apropriado, para raspagem da apitoxina em condigdes assépticas. A apitoxina
assim obtida, deve ser armazenada em frascos ambar, hermeticamente
fechado, por um periodo de até 12 meses em freezer sob temperatura
aproximada de — 5 ° A apitoxina armazenada nas condigoes citadas acima
apresentaram teores de umidade dentro dos parametros exigidos pela
legislagdo vigente e atendem aos requisitos minimos de qualidade conforme
Instrugdao Normativa N° 3 de 19 de janeiro de 2001/Ministério da Agricultura
(POP- Extragdo e manipulagao de veneno de abelhas Apis mellifera.

A purificagdo e as fragoes do veneno contendo componentes
bioativos de baixo peso molecular e baixa alergenicidade foram obtidas atraves
da técnica de filtragdo em gel, ultrafiltracao e filtragdo em troca idnica que
separa os componentes da amostra pela diferenga de seus tamanhos
moleculares. Estas foram utilizadas para obter um perfil cromatografico
representativo da constituicao dos venenos e obtengdo da fragdo bioativa. A
seguir serdo apresentados alguns exemplos, n&o limitantes, relevantes para a

caracterizagédo da invengao.

Breve descriciao das Figuras

A Figura 1 mostra o que a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), em sistema de tampao tris-tricina é adequada para a separagéo de
amostras de pequena massa molecular.

A Figura 2 demonstra a técnica de filtracdo em gel que separa 0S
componentes da amostra pela diferenca de seus tamanhos moleculares foi
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utilizada para obter um perfil cromatografico representativo da constituicao dos
venenos.

A Figura 3 mostra a técnica ultrafiltracdo que utiliza o principio de
separagao de componentes de uma solugao pelo seu tamanho. Membranas de
filtro de celulose sédo produzidas com poros com tamanhos nominalmente
especificados para permitir a passagem de componentes com tamanho abaixo
do valor nominal do poro.

A Figura 4 mostra a técnica filtragdo em troca ibnica separa os
componentes de uma solugdo utilizando as diferencas de carga dos
componentes num determinado pH.

A Figura 5 mostra as fragdes obtidas no processo de filtragdo em gel que
foram submetidas a eletroforese em poliacrilamida contendo SDS. Através do
uso de padroes de peso molecular os pesos das fragées foram calculados e a
pureza das mesmas podera ser avaliada. Além da pureza, este resultado foi
utilizado para aferir a eficiéncia da purificagdo da apitoxina.

A Figura 6 mostra a avaliagéo do efeito induzido pela fragéo bioativa da
apitoxina sobre a resposta nociceptiva induzida pelo formaldeido.. A fragao (2 -
6 mg/Kg) ou o veiculo foram administrados 30 min antes da inje¢do de
formaldeido. * indica diferenga estatisticamente significativa em relagédo ao
grupo controle, P < 0,05 (n=6).

A Figura 7 mostra a avaliagéo do efeito induzido pela fragao (FA) sobre a
resposta nociceptiva induzida pelo calor. A fragdo (2 - 6 mg/Kg), a morfina (10
mg/kg) ou o veiculo foram administrados 30 min antes da injecédo de
formaldeido. * indica diferenga estatisticamente significativa em relagédo ao
grupo controle, P < 0,05 (n=6).

A Figura 8 mostra a avaliagao do efeito induzido pelo veneno (VA) e pela
fragdo (FA) sobre o tempo de permanéncia na haste girante. a coordenagéo
motora no modelo da haste girante. O veneno (6 mg/Kg), a fragéo (6 mg/Kg), o
fenobarbital (50 mg/kg) ou o veiculo foram administrados 30 min antes da
avaliagdo na haste girante. * indica diferenga estatisticamente significativa em

relagéao ao grupo controle, P<0,05 (n=6).
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A Figura 9 mostra o efeito do tratamento tépico com pomada a base
de fracdo bioativa da apitoxina sobre o edema de pata induzido pela
injegao subcutanea de formaldeido 0,92% (20 ul) no dorso da pata direita
posterior de camundongos anestesiados por cetamina/xilazina.

A Figura 10 mostra a média dos valores obtidos em triplicata de plasma
para cada animal tratado com o veneno bruto e sugere que a IL-10 foi capaz de
modular a resposta inflamatéria gerada na pata dos animais do grupo tratado,
observado nas barras pretas e pelas barras hachuradas respectivamente.
Esses dados sao concordantes com os achados histo-patolégicos observados
nas patas dos animais, visto que no grupo tratado, as patas apresentavam
edema significativamente menor, quando comparado ao edema de pata dos
animais sem administragédo de venenodetecgéo de interleucina 10 (IL-10) e do
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa) avaliada através de densidade ética
em 495 nm para amostras de plasma, em triplicata, de animais tratados com
fracéo bioativa da apitoxina na dose de 2-6 mg/kg e para o grupo controle no
qual se administrou apenas o veiculo na pata dos animais.

A Figura 11 mostra que a detecg¢éo de IL-10 no grupo tratado apenas
com veiculo foi significativamente menor (p < 0,001) quando comparado ao
grupo tratado com veneno, principalmente na diluigao de 1:50.

As Figuras 12 e 13 apresentam os niveis de TNF-alfa detectado no
plasma do grupo tratado com veneno e quando comparamos esses dados com
os obtidos para o grupo tratado, observamos que os niveis de TNF-alfa séo
significativamente menor (p < 0,001), em comparagéo aos dados obtidos para
o grupo controle (figura 13) nas duas diluiges. '

Esses dados demonstram que a IL-10, uma citocina que apresenta papel
crucial na imunomodulagdo da resposta inflamatéria parece ser capaz de
modular a produgéo sistémica de TNF-alfa e muito provavelmente a produgéo
in situ, também, haja visto a diferenga morfolégica dos edemas observados nas
patas dos animais tratados e n&o tratados com o veneno. O veiculo
administrado se configura como um estimulo exégeno, capaz de gerar resposta
celular, observado pelo recrutamento celular no edema de pata ap6s a inje¢éao
do veiculo, bem como gerar resposta humoral, observado pelos niveis
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elevados de TNF-alfa no plasma dos animais desse grupo. Em conjunto, esses
dados demonstram que a fragdo bioativa da apitoxina €& promissor na

contengado da resposta inflamatéria exacerbada.
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REIVINDICACOES

PROCESSO PARA OBTENCAO DE BIOPRODUTO ELABORADO
COM COMPONENTES ISOLADOS DE APITOXINA DE ABELHAS Apis
mellifera caracterizado por compreender as seguintes etapas:

A - extragcao de apitoxina em campo,

B - obtengdo de componentes bioativos de baixa alergenicidade em
escala industrial.

C - incorporagédo em formas farmacéuticas semi-sélida ou liquida.
BIOPRODUTOS caracterizados por serem obtidos a partir de fragao
bioativa da apitoxina isoladas de abelhas Apis mellifera com
propriedades analgésicas e antiinflamatérias

BIOPRODUTOS de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizados por
conterem a resposta inflamatéria exacerbada.

BIOPRODUTOS de acordo com a reivindicagbes 2 e 3, caracterizados
por apresentarem capacidade de imunomodulagdo da resposta
inflamatéria.

BIOPRODUTOS de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizados por
apresentarem baixa alergenicidade.

COMPOSICAO FARMACEUTICA caracterizada por compreender
fragdo bioativa da apitoxina isoladas de abelhas Apis mellifera e pelo
menos um carreador farmacéutica e fisiologicamente aceitavel.
COMPOSICAO FARMACEUTICA caracterizada por compreender
incorporacdo em formas farmacéuticas semi-sélidas ou liquidas.
COMPOSICAO FARMACEUTICA de acordo com a reivindicagéo 6,
caracterizada por compreender incorporagdo preferencialmente em
pomada, creme ou géis.

COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com as reivindicagoes 2 a
7, caracterizada por ser administrada pelas vias: tdpica, intradérmica,
intramuscular, intravenosa, subcutanea, oral ou como dispositivos que

possam ser implantados ou injetados.
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9- USO DA COMPOSICAO FARMACEUTICA, de acordo com as
reivindicagbes 2 a 8, caracterizado por ser na preparagdo de um
medicamento para o tratamento de disturbios inflamatorios e dolorosos.

5 10-USO DA COMPOSIGCAO FARMACEUTICA, de acordo com as
reivindicagdes 2 a 8, caracterizado por ser na preparagao de um

medicamento preferencialmente para o tratamento de artrite reumatoide.
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RESUMO

«“PROCESSO DE PRODUGAO DE BIOPRODUTOS ELABORADOS COM
COMPONENTES ISOLADOS DE APITOXINA DE ABELHAS Apis mellifera,
COMPOSIGAO E USO”.

A presente invengao refere-se a um processo de obtengao de matéria
prima e de componentes isolados de apitoxina de abelhas Apis mellifera de
baixa alergenicidade em escala industrial, com propriedades analgésicas e
antiinflamatérias para ser incorporado em formas farmacéuticas semi-soélidas
ou liquidas, preferenciaimente pomada, creme ou géis. Mais particularmente a
invengdo ora descrita pode ser usada no tratamento de artrite reumatoide e de

outros disturbios inflamatérios e dolorosos.
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