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“COMPOSIGAO FARMACEUTICA CONTENDO FRACAO DE
APITOXINA E USO”

A presente invengao refere-se a composigbes farmacéuticas contendo
fracdo isolada de apitoxina de abelhas, de baixa alergenicidade, com
propriedades analgésicas e antiinflamatérias, para serem usadas no tratamento
de pacientes com artrite reumatdide ou outras condigées inflamatérias e
dolorosas.

Apesar da picada de abelha induzir dor € edema locais e inclusive
alergia em alguns individuos, a apitoxina tem sido usada empiricamente em
intervencdes terapéuticas para alivio da dor e do edema associados a artrite
reumatoide e a osteoartrite. Encontram-se relatos do uso da apitoxina com
objetivos terapéuticos desde a antiguidade. Cerca de 400 anos a.C., Hipcrates
fazia referéncia ao uso da apitoxina e a chamava de “Arcanum”, um remédio
muito misterioso. Galeno (130-200 d.C.) também mencionou o uso da apitoxina
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 alem&o, publicou seu livio “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.

ApoGs 1945, foram iniciados diversos estudos controlados com o objetivo
de investigar as propriedades terapéuticas da apitoxina. O reconhecimento
internacional dos produtos das abelhas como potencialmente Uteis na terapia
de varias doengas é crescente e resuita principalmente de pesquisas
devidamente conduzidas que fornecem sustentacdo ao que, na antiguidade,
era apenas uma observacao empirica.

Diversos estudos conduzidos em animais experimentais demonstraram
agbes anti-inflamatérias e antinociceptivas da apitoxina e de alguns de seus
componentes. Nesses estudos, a apitoxina geralmente é administrada de forma
diluida. A administragéo subcutdnea da apitoxina inibe 0 edema e a resposta
nociceptiva induzidos pela carragenina em ratos (CHANG, Y. H.; BLIVEN, M. L.
Anti-arthritic effect of bee venom. Agents Actions, v.9, n.2, p.205-211, 1979;
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LEE, J. H. KWON, Y. B.; HAN, H. J.; MAR, W. C.; LEE, H. J.: YANG, |. S_;
BEITZ, A.J.; KANG, S. K. Bee venom pretreatment has both an antinociceptive
and anti-inflammatory effect on carrageenan-induced inflammation. J. Vet. Sci.,
v. 63, n. 3, p. 251-259, 2001). A apitoxina também inibe a resposta inflamatoria
induzida pelo adjuvante de Freund em ratos. Thomsem et al. (1984) verificaram
que a inje¢éo subcutanea da apitoxina inibe a inflamacgéo articular induzida por
complexo imune em coelhos, efeito caracterizado por uma redugio do nimero
de leucdcitos no liquido sinovial, mas nédo altera a mobilidade e a fagocitose
dessas células. A apitoxina também induz apoptose de fibroblastos obtidos do
tecido sinovial de pacientes com artrite reumatoide (KANG, S. S.; PAK, S. C.;
CHOI, S. H. The effect of whole bee venom on arthritis. Am. J.Chin. Med., v.30,
n.1, p.73-80, 2002.; LEE, J. Y.; KANG, S. S.; KIM, J. H.; BAE, C. S.; CHOI, S.
H. Inhibitory effect of whole bee venom in adjuvant-induced arthritis. In Vivo,
v.19, n.4, p.801-805, 2005; THOMSEN, P.; BJURSTEN, L. M.; AHLSTEDT, S.;
BAGGE, U.; BJORKSTEN, B.Inhibitory effect of honey bee venom on immune
complex mediated leukocyte migration into rabbit knee-joints. Agents Actions,
v.14, n.5-6, p.662-666, 1984; HONG, S. J.; RIM, G. S.; YANG, H. I.; YIN, C. S_;
KOH, H. G.; JANG, M. H,; KIM, C. J.; CHOE, B. K.; CHUNG, J. H. Bee venom
induces apoptosis through caspase-3 activation in synovial fibroblasts of
patients with rheumatoid arthritis. Toxicon, v. 46, n.1, p.39-45, 2005).

A apitoxina tem sido usada empiricamente em técnicas de acupuntura.
Segundo Lee et al. (2004), a injecdo da apitoxina em pontos especificos
(apicupuntura) reduz os sinais da artrite e a producéo de citocinas inflamatérias
induzidos pelo adjuvante de Freund em camundongos. Kwon et al. (2002)
demonstraram que a fragdo hidrossollGvel da apitoxina, também administrada
por meio dessa técnica, reduz o edema e a resposta nociceptiva induzida pelo
adjuvante de Freund em ratos. Varios estudos demonstraram que a apitoxina
inibe a expressdo de ciclooxigenase 2 (COX 2) e a produgdo de citocinas
inflamatorias e de éxido nitrico (NO). E possivel que a inibicdo da sintese de
NO e da expresséo do gene da COX2 estejam associados a supressao do fator
de transcricdo NF-kB e da expressao da proteina quinase ativadora de mitose
(LEE, J. D.; KIM, S. Y.; KIM, T. W.; LEE, S. H.; YANG, H. |.; LEE, D. I.; LEE, Y.
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H. Anti-inflammatory effect of bee venom on type Il collagen-induced arthritis.
Am. J. Chin. Med., v.32, n.3, p.361-367, 2004; KWON, Y. B.; LEE, H. J.; HAN,
H. J.; MAR, W. C.; KANG, S. K;; ION, O. B.; BEITZ, AL J.; LEE, J. H. The
water-soluble fraction of bee venom produces antinociceptive and
antiinflamatory effects on rheumatoid arthritis in rats. Life Sci., v.71, p.191-204,
2002; NAM, K. W.; JE, K. H,; LEE, J. H.; HAN, H. J.; LEE, H. J.; KANG, S. K.;
MAR, W. Inhibition of COX-2 activity and proinflammatory cytokines (TNF-alpha
and IL-1 beta) production by water-soluble sub-fractionated parts from bee
(Apis mellifera) venom. Arch. Pharm., v.26, n.5, p.383-388, 2003; JANG, H. S.;
KIM, S. K.; HAN, J. B.; AHN, H. J.; BAE, H.: MIN, B. |. Effects of bee venom on
the pro-inflammatory responses in RAW264.7 macrophage cell line. J.
Ethnopharmacol., v.99, n.1, p.157-160, 2005; REKKA, E.; KOUROUNAKIS, L.
KOUROUNAKIS, P. Antioxidant activity of and interleukin production affected
by honey bee venom. Arzneimittelforschung, v.40, n.8, p.912-913, 1990; PARK,
H. J.; LEE, S. H.; SON, D. J.; OH, KW.; KIM, D.H.; SONG, H.S.; KIM, G. J.;
OH, G.T.; YOON DO, Y.; HONG, J. T. Antiarthritic effect of bee venom:
inhibition of inflammation mediator generation by supression of NF-KappaB
through interaction with the p50 subunit. Arthritis Rheum., v. 50, n. 11, p. 3504-
3515, 2004).

Vick & Shipman (1972) e Vick et al. (1972) demonstraram que a
apitoxina e a melitina, também aumentam a produgéo de cortisol em macacos
e caes. Chang & Bliven (1979) também sugeriram que o efeito anti-inflamatério
induzido pela apitoxina estd associado a producdo de esteroides adrenais.
Kwon et al. (2003) observaram que o efeito anti-inflamatério induzido pela
apitoxina também depende de catecolaminas de origem adrenal. E provavel
que a estimulagdo adrenal induzida pela apitoxina resulte da ativacdo de
mecanismos colinérgicos na medula espinhal (VICK J.A. & SHIPMAN,W.H.
Effects of whole bee venom and its fractions apamin and melittin) on plasma
cortisol levels in the dog. Toxicon, 10: 377-80. 1972. VICK, J.A. et al. Effect of
bee venom and melittin on plasma cortisol in the unanesthetized monkey.
Toxicon, 10:.5681-6. 1972; CHANG, Y. H.; BLIVEN, M. L. Anti-arthritic effect of
bee venom. Agenis Actions, v.9, n.2, p.205-211, 1979; KWON, Y. B.; KIM, H.
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W.; HAM, T. W,; YOON, S. Y.; ROH, D. H.; HAN, H. J.; BEITZ, A. J.; YANG, IS.
S.; LEE, J. H. The anti-inflammatory effect of bee venom stimulation in a mouse
air pouch model is mediated by adrenal medullary activity. J. Neuroendrocrinol.,
v.15, n.1, p. 93-96, 2003; YOON, S. Y.; KIM, H. W.; ROH, D. H.; KWON, Y. B_;
JEONG, T. O.; HAN, H. J;; LEE, H. J.; CHOIl, S. M;; RYU, Y. H.; BEITZ, A. J;;
LEE, J. H. The anti-inflammatory effect of peripheral bee venom stimulation is
mediated by central muscarinic type 2 receptors and activation of sympathetic
preganglionic neurons. Brain Res., v.1049, p. 210-216, 2005).

Os resultados de diversos estudos conduzidos em animais
experimentais demonstrando o efeito anti-inflamatério da apitoxina e de alguns
de seus componentes justificam o grande interesse em investigar o seu uso no
tratamento de diferentes condi¢des inflamatérias. Interesse adicional nessa
investigacao resulta do fato de que as doses das fragdes hidrossolliveis da
apitoxina que induzem o efeito anti-inflamatério ndo causam alteragées
importantes de vérios parametros fisiologicos, o que indica certo grau de
segurancga associado ao procedimento. A apitoxina € um dos mais importantes
produtos apicolas devido a diversidade de suas atividades farmacoldgicas,
constituindo uma rica fonte de peptideos biologicamente ativos. Os principais
componentes da apitoxina sao proteinas (enzimas) de massa molecular entre
19.000 a 170.000 daltons; peptideos com massas entre 2.000 a 11.500 daltons,
entre os quais podem ser mencionados a melitina, apamina, secapina,
tertiapina, peptideo 401, procamina e adolapina, e aminas biologicamente
ativas, incluindo a histamina, a dopamina e a norepinefrina (KIM, H. W.;
KWON, Y. B.; HAM, T. W.; ROH, D. H.; YOON, S. Y.; KANG, S. Y.; YANG, |.
S.; HAN, H. J.; LEE, H. J.; BEITZ, A. J.; LEE, J. H. General pharmacological
profiles of bee venom and its water soluble fraction in rodent models. J. Vet.
Sci. v.5, n4, p.309-318, 2004; BROADMAN, J. Bee Venom - The Natural
Curative for Arthritis and Rheumatism. New York: Putnam and Sons. 1962. 224
p;, CHANG,Y.H & BLIVEN,M.L. Anti-arthritic effect of bee venom, Agents
Actions, 9: 205-11. 1979; SWITZER, R.C. et al. Anal. Biochem., 98: 231-5.
1979; SZOKAN., G.Y. et al. Liquid chromatographic analysis and separation of
polypeptide components from honey bee venoms. J. Liquid Chromatog.,17(16):
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3333-49. 1994; VICK,J.A. & BROOKS R. B. JR. Pharmacological studies of the
major fractions of bee venom. American Bee .J.: 288-9. 1978).

A melitina, peptideo que representa 50% da massa seca da apitoxina,
apresenta varias atividades, entre as quais podem ser mencionadas
estimulacdo do eixo hipofise-adrenais com liberagdo de catecolaminas e
cortisol, inibicdo do processo inflamatério, contracdo de musculos liso e
cardiaco isolados, vasodilatacdo e redugdo da pressdo arterial, anestesia,
hemdlise e reducdo da concentragdo plasmatica de colesterol. Foi
demonstrado que a melitina se liga a fosfolipase secretada e inibe sua
atividade enzimatica, o que pode contribuir para a sua atividade anti-
inflamatdria (SAINI,S.S. et al. Melittin binds to secretory phospholipase A2 and
inhibits its enzymatic activity. Biochem. Biophys. Res. Commun., 238 (2): 436-
42. 1997).

A apamina é outro componente ativo da apitoxina, presente em menor
proporcéo (2-3%). E fortemente basica, como a melitina, mas nao apresenta
atividade hemolitica. A apamina estimula o sistema nervoso central e, quando
injetada por via intravenosa em ratos, induz hipermotilidade e convulsées,
seguidas por parada respiratéria € morte (ORLOV,B. N. et al. Sur quelques
proprietes du venin d'abeille. XXVIII Apimondia Congress, Acapulco, Mexico,
p.472 (abstract)1998; SZOKAN, 1994).

A fosfolipase A2, representando 10 a 12% da massa seca da apitoxina,
€ o principal alérgeno e apresenta marcante atividade inflamatéria. A
fosfolipase A2 catalisa a clivagem dos fosfolipideos das membranas celulares,
induz efeito hipotensor, inibe a atividade da tromboquinase com acéo
anticoagulante e apresenta propriedades antibacteriana e antiviral (BLASER, K.
et al. Determinants and mechanisms of human immune responses to bee
venom phospholipase A2. Int. Arch. Allergy Immunol., 117 (1): 1-10. 1998;
COTTRELL, R.C. Phospholipase A2 from bee venom. Methods Enzymol., 71:
698-702. 1981; DHILLON, M et al. Mapping human T cell epitopes on
phospholipase A2: the major bee-venom allergen. J. Allergy Clin. Immunol., 90
(1): 42-51. 1992).
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A hialuronidase, presente em menor proporcido (1,5 a 2%),
despolimeriza o acido hialurénico dos tecidos, o que facilita a distribuicdo da
apitoxina, e apresenta elevada atividade alergénica. As reagdes alérgicas, que
atingem cerca de 1-2% da populagdo, sdo atribuidas, principalmente, as
enzimas fosfolipase A2 e hialuronidase (MACHL, M. & KREIL, G. Bee venom
hyaluronidase is homologous to a membrane protein of mammalian sperm.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90 (8): 3569-73. 1993).

A apitoxina € um produto que pode se tornar extremamente importante
para a terapia da artrite reumatoide e da osteoartrite e de grande valor no
mercado internacional.

A artrite reumatdide € uma doenga de dificil tratamento e até o momento
n&o existe cura para ela. O tratamento tem como objetivos: aliviar a dor, reduzir
a inflamacao, minimizar os efeitos colaterais indesejaveis, preservar a forca e a
massa muscular (atrofias séo freqiientes) e o retorno ao estilo de vida normal
do paciente o mais rapidamente possivel.

Os antiinflamatérios nao esterdides (AINEs) sédo a base do tratamento e
dentre eles destaca-se o uso de acido acetilsalicilico, ibuprofeno, naproxeno,
indometacina, piroxicam, diclofenaco e atualmente, existe um aumento da
utilizacdo de antiinflamatérios ndo esterdides inibidores seletivos da
cicloxigenase-2 (COX-2). Os efeitos colaterais destas drogas podem tornar-se
um problema terapéutico e os mais comuns s&o: irritacdo gastrointestinal,
reacoes na pele, aumento do tempo de coagulacdo sangiiineo, toxicidade
hepatica reversivel e comprometimento da fungao dos rins.

Além disso, foi estimado, com base na média dos pregos praticados nas
compras realizadas por seis estados durante o ano de 2005, o custo mensal
para tratar a populagdo com os trés principais medicamentos utilizados em
casos de artrite leve ou moderada. Este calculo teve como base os dados de
compras fornecidos pelo Banco de Compras em Salde do MS (BRASIL, 2005),
utilizando a média da dosagem indicada para cada um desses medicamentos
segundo o Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas de Artrite Reumatoide
(BRASIL, 2002). Por ser a artrite uma doenga que ndo tem notificac&o

compulséria ndo se sabe ao certo o nimero de pacientes tratados pelo SUS.
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No entanto, & sabido que 1,5 milhdes de brasileiros tém artrite reumatoide.
Alguns dados estimam que o tratamento de pelo menos 10 % dessa populagdo
(150.000 pessoas) custaria aos cofres publicos 11.160.000.000 de reais por
més. Ressalta-se ainda que o tratamento da artrite € mantido por longos
periodos, podendo a prescrigdo desses medicamentos variar de meses a anos
e gue esses medicamentos pertencem a lista de Medicamentos de Alto Custo
do Ministério da Salde.

O uso da apitoxina no tratamento dessa doenca é muito antigo e veio
provavelmente da observacao de que os primeiros apicultores recebiam muitas
picadas e nao tinham problema de reumatismo. A picada natural da abelha
tambem & um método empregado, principalmente por acupunturistas; apesar
de letal em grande quantidade, € um consagrado medicamento contra artrites,
tendinite, bursite e esclerose multipla.

O mecanismo de acgédo dos efeitos antiartriticos do veneno de abelha e
da melitina (o principal peptideo do veneno) foi investigado em cultura de
macrofagos murinos in vitro (linhagem Raw 264.7). Estudos in vivo sobre
animais experimentalmente inoculados com carragenina (modelo de inflamacéo
aguda) e adjuvante de Freund (modelo de artrite cronica) foram também
conduzidos (Park et al., 2004). O veneno e a melitina reduziram os efeitos da
inflamacéo e artrite induzidas pela carragenina e adjuvante de Freund,
respectivamente. Estes dados experimentais foram consistentes com efeitos
inibitorios in vitro sobre o aumento da expresséo da ciclooxigenase 2 (COX-2),
fosfolipase A2, sintetase NO, producdo de prostaglandina E2 e éxido nitrico.
Demonstrando, assim, o potencial farmacéutico da apitoxina na cura dos
processos de artrites.

A reviséo de patentes de produtos que utilizam veneno de abelha Apis
mellifera, nos mostra a caréncia de medicamentos que utilizem fracdes de
apitoxina ativas e de baixa alergenicidade. No Brasil encontramos dois
registros de patentes de medicamentos para uso humano e veterinario sob o
namero: Pl0105866-5, PI9505366-2, todos com formulacdo de cremes e
pomadas a base de veneno de abelha na forma bruta, os quais oferecem risco

de desencadear um processo alérgico nos usuarios. Na Alemanha existe um
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produto a base de veneno de abelha de fragbes nao identificadas, com registro
de patente GB425543, o qual é indicado para doengas reumaticas.

A apitoxina € um produto que pode se tornar extremamente importante
para a terapia da artrite reumatdide e da osteoartrite e de grande valor no
mercado internacional. Contudo, o produto ainda tem uma participacao restrita
neste mercado, devido a caréncia de protocolos analiticos para atestar sua
pureza e alergenicidade.

Nesse sentido, a presente invencdo obteve fragdes da apitoxina que
associam a agéo terapéutica com alergenicidade reduzida, visando a producgéo
de uma formulagdo mais efetiva no tratamento de condi¢des inflamatérias e
dolorosas, em especial artrites. A invengado ora proposta ainda contempla o
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas para a composigcéao
desenvolvida, preferencialmente formas semi-sélidas ou liquidas, tais como

pomada, cremes ou géis.

Breve descricao das Figuras

Figura 1 — A- Eletroforese em gel de poliacrilamida mostrando o perfil de
purificacdo da fragdo FAM por ultrafiltracdo: 1. Apitoxina total; 2. Fragao ativa
FAM purificada em ultrafiltracdo. B- Eletroforese em gel de poliacrilamida
mostrando o perfil de purificacdo de fragdo ativa FAM por ultrafiltracad: 1.
Apitoxina total; 2 Frac&o ativa FAM; 3. Retido.

Figura 2 - Cromatograma da gel filtragdo da apitoxina total. Observa-se o perfil
cromatografico padrdo das apitoxinas utilizadas antes do processo de
ultrafiltragdo. (1) corresponde as fragbes com massa molecular acima de
10,000 Daltons (1) e (FAM) corresponde as fragbes menores do que 10,000

Daltons.

Figura 3 - Cromatograma da gel filtracdo da fracdo ativa (FAM) da apitoxina.
Nesta Figura observa-se o perfil cromatografico padrdao da fragdo obtida
através do processo de uitrafiltragdo em membranas. Observa-se que os
componentes da apitoxina de maior peso molecular, fragdo 1 da Figura 1, ndo

estao presentes.



10

15

20

25

30

WO 2011/041865 PCT/BR2010/000337

Figura 4 - Efeito da administragéo prévia (30 min) da apitoxina (VAM 2, 4 ou 6
mg/kg) ou o veiculo, por via s.c. no dorso de camundongos, nas duas fases da
resposta nociceptiva induzida por formaldeido. (*) indica diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle, P < 0,05 (n =7 - 8).
A segunda fase da resposta nociceptiva foi inibida em maior extenszo do que a

primeira fase (82 e 40 % de inibigdo maxima, respectivamente).

Figura &5 - Efeito induzido pela fragdo FAM sobre a resposta nociceptiva
induzida por formaldeido. A fragdo (2, 4 ou 6 mg/Kg) ou o veiculo foram
administrados 30 min antes da injegdo de formaldeido. (*) indica diferenca

estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle, P < 0,05 (n =7 - 8).

Figura 6 - Efeito induzido pela melitina sobre a resposta nociceptiva induzida
por formaldeido. A melitina (1, 2 ou 3 mg/Kg) ou o veiculo foram administrados
30 min antes da injegdo de formaldeido.

(*) indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle,
P<0,05(n=7-8).

Figura 7 - Efeito induzido pela apitoxina (VAM), fragdo com massa molecular
inferior a 10.000 daltons (FAM) ou melitina sobre o edema de pata induzido por
formaldeido. A apitoxina (6 mg/Kg), a fracdo (6 mg/Kg), a melitina (3 mg/Kg), a
dexametasona (2 mg/Kg) ou o veiculo foram administrados por via s.c. no
dorso dos animais 30 min antes de injecdo do formaldeido. * indica diferenca

estatisticamente significativa em relagéo ao grupo controle, P < 0,05 (n = 7 - 8).

Figura 8 - Efeito induzido pela apitoxina sobre a resposta nociceptiva induzida
pelo calor no modelo da placa quente. A apitoxina (VAM 2, 4 ou 6 mg/Kg ), a
morfina (10 mg/Kg) ou o veiculo foram administrados 30 min antes da
exposigéo ao estimulo nocivo (n = 7 - 8). * indica diferenga estatisticamente

significativa em rela¢éo ao grupo controle, P < 0,05 (n=7 - 8).

Figura 9 - Efeito induzido pela fragdo com massa molecular inferior a 10.000
daltons sobre a resposta nociceptiva induzida pelo calor no modelo de placa
quente. A FAM (2, 4 ou 6 mg/Kg), a morfina (10 mg/kg) ou o veiculo foram
administrados 30 min antes da exposigéo ao estimulo nocivo. * indica diferenca

estatisticamente significativa em relagéo ao grupo controle, P < 0,05 (n = 7 - 8).
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Figura 10 - Efeito induzido pela melitina sobre a resposta nociceptiva induzida
pelo calor no modelo da placa quente. A melitina (3 mg/Kg), a morfina (10
mg/kg) ou o veiculo foram administrados 30 min antes da exposicao ao
estimulo nocivo. * indica diferenga estatisticamente significativa em relacdo ao

grupo controle, P < 0,05 (n=7 - 8).

Figura 11 - Efeito induzido pela apitoxina (VAM), fragdo com massa molecular
inferior a 10.000 daltons (FAM) ou melitina sobre o tempo de permanéncia na
haste girante. A apitoxina (6 mg/Kg), a fragao (6 mg/Kg), a melitina (3 mg/Kg), o
fenobarbital (FENO; 50 mg/kg). ou o veicuio foram administrados 30 min antes
da avaliagdo na haste girante. * indica diferenga estatisticamente significativa
em relagéo ao grupo controle, P<0,05 (n =7 - 8).

Figura 12 - Niveis de 1L-10 obtidos em triplicata de plasma para cada animal

tratado com o veneno bruto (Vb) ou com veiculo (C).

Figuras 13 - Niveis de TNF-alfa detectado no plasma do grupo tratado com
veneno (Vb) ou com veiculo (C).

Descricao detalhada da invenc¢ao

Os métodos de extiracdo e ou obtencdo da apitoxina diretamente das
colméias, foram baseados em estimulo elétrico, evitando que o inseto perdesse
a vida durante o processo de extragédo. Este método consiste na instalagdo de
placas de vidro coletoras instaladas na entrada das colméias, onde a abelha,
ao refornar para o interior destas, recebe um estimulo elétrico de 415-420 volts,

liberando a apitoxina na placa coletora.

Os enxames para a produgdo da apitoxina devem ser bem populosos,
com boa postura da rainha e bons produtores de propolis. O teor de umidade e
a temperatura do ambiente sdo diretamente proporcionais a quantidade de
apitoxina obtida em cada coleta, ou seja, quanto maior a umidade e
temperatura, maior sera a quantidade de apitoxina obtida. A apitoxina ejetada
pelas abelhas nas placas coletoras foi retirada dentro de aproximadamente 5
horas, evitando exposi¢éo excessiva desta com o meio ambiente, protegendo-a
de oxidag&o, contaminagéo com particulas em suspens&o no ar e fragmentos

de outras abelhas. Estas medidas sdo necessarias para que a apitoxina tenha
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qualidade e possa ser utilizada como matéria prima de medicamentos. Os
coletores de apitoxina foram instalados a cada 10 dias, permitindo a coleta de
0,5 a 1,8 gramas durante um periodo de aproximadamente 5 horas. A
apitoxina, ao ser ejetada, tem aspecto liquido e cristaliza-se apés tomar contato
com o ar. Apds a coleta em campo, as placas de vidro foram retiradas e
transportadas em caixa térmica até o laboratério ou comodo apropriado, para
raspagem da apitoxina em condi¢des assépticas. Em caso de armazenamento,
a apitoxina deve ser acondicionada em frascos ambar, hermeticamente
fechados, por um periodo de até um ano em freezer sob temperatura
aproximada de - 20 °C. A apitoxina armazenada nas condigdes citadas acima
apresenta teor de umidade dentro dos parametros exigidos pela legislacao
vigente e atende aos requisitos minimos de qualidade estabelecidos na
Instrucdo Normativa N° 3 de 19 de janeiro de 2001 / Ministério da Agricultura

(POP- Extragdo e manipulacdo de veneno de abelhas Apis mellifera).
Obtencao de fragdes da apitoxina

A obtencdo e a purificacdo das fracbes da apitoxina, contendo
componentes bioativos de massa molecular reduzida e baixa alergenicidade,
foram feitas por meio da técnica de ultrafiitragcdo em membrana de fibra oca,
gue separa os componentes da amostira pela diferenca de suas massas

moleculares (Figuras 1 e 2). A seguir, estdo indicadas as etapas envolvidas:

1. A apitoxina foi retirada do freezer (-20 °C) e deixada em repouso até
atingir temperatura ambiente (20 °C). A massa da apitoxina foi determinada
em balanca analitica e duas por¢des de 10 mg foram colocadas em pesa-
filtros.

2. Os pesa-filtros foram colocados em estufa a 110 °C e deixados por 2 h
para a quantificagcéo da umidade, conforme Instrugdo Normativa N° 3, de 19
de janeiro de 2001 do Ministério da Agricuitura, publicada no DOU de
23/01/01, secéo 1, paginas 18-23 do Ministério da Agricultura.

3. Outras duas porcdes foram separadas para analise do contetdo de
atividade fosfolipasica, conforme técnica descrita por Marinetti, G.V. (1965).

The action of phospholipase A on lipoproteins — Lipids and Lipids
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Metabolism. Biochimica et Biophysica Acta, 98 (3):554-565. A técnica se
baseia na atividade fosfolipasica da amosira sobre uma solugédo de gema de
ovo em salina. A solugéo de gema de ovo sem adigdo da amostra (controle)
e com adicao das amostras é colocada em banho-maria a 41°C e leituras da
absorbancia das solu¢gfes sdo medidas em espectrofotdmetro a 900nm aos:
0 minutos, 5 minutos e 10 minutos de incubagdo. Se nao houver atividade
fosfolipasica a solugdo de gema de ovo permanece com leitura de absorgéo
constante ou maior que a medida inicial. Se houver atividade fosfolipasica na

amostra havera uma queda na medida de absorgéo.

4. Outra porc¢édo foi pesada separadamente e uma solugdo de 1 mg/mL foi
preparada usando Aagua como solvenie. A solucdo de apitoxina foi
centrifugada a 10.000 g por 30 min a 4°C e o sobrenadante retirado e filtrado
em filtro de papel Whatman n°4. O conteldo protéico desta solugdo de
apitoxina foi calculado conforme método de Lowry.

5. Utilizando o valor de proteina determinado pelo método de Lowry, o
restante da apitoxina foi utilizado para preparar uma solugdo de 50 mg/mL..
Foi utilizado como solvenie tampédo formiato de aménio ou acetato de
amoénio, 0,1 a 1,0 M, sendo melhor a concentragéo proxima de 0,5 M. O pH
foi entre 2,0 e 8,0, sendo melhor o pH abaixo de 5.0 Para a total dissolugao
dos componentes sollveis, foi utilizado um vértex ou um agitador magnético,
evitando a formacdo de espuma. A apitoxina nao foi totalmente dissolvida

porque contém impurezas.

6. A solucdo acima foi centrifugada a 10.000 g por 30 min a 4 °C. O
sobrenadante foi removido e filirado em filtro de papel, marca Whatman, n°4
e o filtrado limpido foi esterilizado por meio de filtragdo em filtro de 0,22 y. O

filtrado foi entao levado ao sistema de fracionamento.

7. O volume da solugéo de apitoxina esterilizada contendo 50 mg/mL foi
medido para se obter o volume total. A solugao foi filtrada em sistema de
filtracdo tangencial utilizando se equipamento de filtros hollow fiber (fibra
oca) com corte nominal de massa molecular de 10.000 Daltons. A filtragao

foi realizada até que o volume do filtrado atingiu o volume igual 4 metade do
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volume inicial. Uma pequena aliquota foi retirada do retido para o calculo do
valor de proteina, conforme método de Lowry. O contelido proteico deve ser
igual a metade do valor inicial. Se for maior, a filiracdo deve ser continuada
até que este valor atinja entre 40% e 50% do valor inicial. Por dedugéo, o
filtrado devera conter a outra quantidade de proteina, geralmente entre 50%
e 60 % do valor protéico inicial. A pressao do sistema de filtragao tangencial
foi mantida entre 5 a 12 psi, sendo que a pressao proxima de 7 psi foi a
melhor. A concentragédo de proteina do filtrado, fragdo FAM, & determinada
indiretamente por meio da subtragdo do conteudo protéico da solugéo, antes
da ultrafiltracdo, pelo contelido protéico do material retido apds a

uitrafiltragao.

8. Aliquotas do retido e do filtrado foram retiradas para andlise da
purificagdo em eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% com SDS sem
reducdo. As amostras do gel (Figura 1) sdo: aliquota da apitoxina total e
aliquota da fracdo com atividade (FAM) obtida por ultrafiliracdo. A Figura 2
mostra a apitoxina total, contendo a fragdo FAM e o retido no hollow fiber. O
resulfado do eletroferograma deve mostrar a separacéo de componentes da
apitoxina por massa molecular. A apitoxina deve conter as fragbes com
massa molecular acima de 10,000 Daltons (1) e fraces menores do que
10,000 Daltons (FAM).

9. O filtrado foi novamente testado para atividade fosfolipasica (Marinetti,
G.V.,1965; The action of phospholipase A in lipoproteins- Lipids and Lipids
Metabolism. Biochimica et Biophysica Acta, 98(3):554-565). A Tabela 1
mostra os resultados da fragéo retida na ultrafiliracéo e da fragao ativa, FAM,
filtrada no filtro de fibra oca. Nao havendo atividade ou apenas uma pequena
atividade residual, os componenies da apitoxina com massa molecular
abaixo de 10000 Daltons j& podem ser usados na formulagdo do

medicamento.
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Tabela 1 - Atividade fosfolipasica da fracdo retida no processo de ulirafiliracéo e
da frag&o ativa, FAM filtrada no processo de ultrafiliragao.

Amostra Leitura em 900 nm
0 minutos | 5 minutos | 10 minutos
Retida diluida 1:20 1,0 0,51 0,49
Retida diluida 1: 80 1,0 0,50 0,49
FAM diluida 1:20 0,89 0,8 0,76
FAM diluida 1:80 0,90 0,80 0,79

Os resultados da eletroforese e da ultrafiltracdo mostram que houve a
separacéo da apitoxina em componentes de alto peso e baixo peso molecular.
Este ultimo é a fracdo com atividade e é chamada de FAM. Na Tabela 1
observa-se que a fragao retida apresentou alta atividade fosfolipasica, com a
diminuicdo da absorbancia para valores iguais a metade do valor inicial. A
fracao filtrada, FAM, apresentou baixa atividade fosfolipasica. Nao se observa
diminuicao significativa da absorcao da solucado de gema de ovo com a FAM. A
purificacdo da melitina foi obtida em alto grau de pureza.

Controle de qualidade da apitoxina

Para o controle de qualidade foram utilizados os métodos descritos na
Instrucdo Normativa do Ministério da Agriculiura e também o perfil
cromatografico em coluna de Sephacryl peptide. A apitoxina foi dissolvida no
mesmo tampao volatil utilizado para a formulacdo do medicamento. A coluna
usada foi a Sephacryl peptide. O volume de 100 pL da apitoxina ou da fragéo
FAM na concentragdo de 50 mg/mL foram aplicados na coluna e a eluigéo foi
feita com o mesmo fampéo sem gradiente. Utilizou-se o programa do
cromatégrafo para a analise do nimero de picos e de suas proporgdes. Este
perfil e as propor¢gdes dos picos eluidos foram utilizados como forma de
controle de qualidade (Figuras 1 e 2).

Da mesma forma, foi feito o controle de qualidade das apitdxinés filtrada
e retida. Na fracdo da apitoxina retida, os picos devem ser correspondentes
aos componentes com massa molecular acima de 10000 Daltons, como a
fosfolipase e a hialuronidase. Na fragdo da apitoxina filtrada, os picos devem
ser correspondentes aos componentes com massa molecular abaixo de 10000

Daltons, como a melitina e a adolapina.
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Avaliacao da resposta nociceptiva induzida por formaldeido

O modelo de formaldeido permite a avaliacdo do efeito induzido por
drogas de acdo central ou periférica que inibem ou facilitam a resposta
nociceptiva. A resposta dos animais a administracdo s.c. de formaldeido
(0,92%, 20 pl) no dorso da pata direita posterior apresenta duas fases de
comportamento nociceptivo que parecem envolver diferentes mecanismos. A
primeira fase comecga imediatamente apds a injecdo de formaldeido, dura em
torno de 5 min e, provavelmente, envolve a estimulagdo quimica direta dos
nociceptores por meio de receptores especificos, entre eles o TRPAs. Em
seguida, ha um periodo de 5 a 10 min, no qual os animais apresentam um
reduzido comportamento sugestivo de nocicepcdo. A segunda fase do
comportamento nociceptivo comeca aproximadamente 15 min apds a injecéo
de formaldeido, dura em torno de 30 min, no caso de camundongos, e esta
relacionada, com o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria local e
também com a ativacdo direta dos receptores TRPA; que induzem a
sensibilizacdo de nociceptores C e, consequeniemente, de neurbnios
localizados no corno dorsal da medula espinhal.

Nesse modelo, o controle da temperatura ambiente € importante, pois a
segunda fase da resposta nociceptiva & bastante reduzida quando o
experimento é realizado em temperatura ambiente inferior a 23°C.

No dia do experimento, os animais foram colocados sob funis de vidro
(18 cm de didmetro e 14 cm de altura) cerca de 30 min antes da administragéo
de formaldeido, para ambientacdo. A divisdo dos grupos para posterior
tratamento foi feita de forma que as médias de massa corporal dos diferentes
grupos experimentais fossem semelhantes. A apitoxina, a fragcdo e a melitina,
foram administrados no dorso dos animais 30 min antes da injecdo de
formaldeido para avaliar os efeitos induzidos sobre a resposta nociceptiva.

Na Figura 4 pode-se observar que a administracédo prévia (30 min) da
apitoxina (2, 4 ou 6 mg/kg), por via s.c. no dorso de camundongos, inibiu as
duas fases da resposta nociceptiva induzida por formaldeido. A segunda fase
da resposta nociceptiva foi inibida em maior extenséo do que a primeira fase

(82 e 40 % de inibicdo maxima, respectivamente).
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Na Figura 5 observa-se que a fragéo da apitoxina com massa molecular
inferior a 10.000 daltons (2, 4 ou 6 mg/Kg), administrada por via s.c. no dorso
dos camundongos, 30 min antes da injegao de formaldeido, inibiu a segunda
fase da resposta nociceptiva.

Na Figura 6 observa-e que a melitina (2 ou 3 mg/Kg), administrada por
via s.c. no dorso dos camundongos, 30 min antes da injecdo de formaldeido,
inibiu a segunda fase da resposta nociceptiva.

Ja a Figura 7 mostra que a administragcéo prévia (30 min) da apitoxina (6
mg/Kg), mas ndo da fragdo com massa molecular inferior a 10.000 daltons (6
mg/Kg), melitina (3 mg/Kg) ou dexametasona (2 mg/Kg), inibiu o edema de
pata induzido por formaldeido em camundongos.

Avaliacao da resposta nociceptiva induzida pelo calor — modelo da placa

quente

Antes da realizacdo do experimento, os camundongos foram colocados
sobre a superficie ndo aquecida para ambientacdo. A divisdo dos grupos para
posterior tratamento foi feita de forma que as médias de massa corporal dos
diferentes grupos experimentais fossem semelhantes. No momento do teste, os
camundongos foram colocados, individuaimente, sobre uma placa metalica
aquecida (54 °C), 30 min apds inje¢do s.c. da apitoxina, da fragdo FAM ou da
melitina. A temperatura da placa foi constantemente monitorada por um
termOmetro em contato direto com a superficie. O tempo para que os animais
agitassem, lambessem as patas ou saltassem foi determinado e considerado
como a laténcia para a resposta nociceptiva. O tempo de corte foi de 30seg. a
fim de evitar a ocorréncia de les&o tecidual.

A administragéo prévia (30 min) da apitoxina (4 ou 6 mg/kg), por via s.c.
no dorso dos camundongos, inibiu a resposta nociceptiva induzida pelo calor
no modelo da placa quente (Figura 8).

A administragao prévia (30 min) da fragdo com massa molecular inferior
a 10.000 daltons (4 ou 6 mg/kg), por via s.c. no dorso dos camundongos, ndo
alterou a resposta nociceptiva induzida pelo calor no modelo da placa quente
(Figura 9).
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Ainda, a administragao prévia (30 min) da melitina (3 mg/kg) por via s.c.
no dorso dos camundongos, ndo alterou a resposta nociceptiva induzida pelo

calor no modelo da placa quente (Figura 10).
Avaliacao da atividade motora

O teste da haste girante é utilizado para examinar possiveis deficiéncias
da fungdo motora que poderiam resultar de efeito depressor central ou
relaxamento da musculatura esquelética. O aparelho para realizagdo deste
teste consiste de uma haste de 2,3 cm de didmetro, dividida em cinco areas por
discos. Durante o teste, a haste gira a uma velocidade de 20 rotagdes por min
(rpm). O tempo de corte para este teste foi de 120 s. Os animais foram
submetidos a treinamentos sobre a haste na velocidade e duragéo
especificadas acima, diariamente, durante sete dias antes do inicio do
experimento. A divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma
que as médias de massa corporal dos diferentes grupos experimentais fossem
semelhantes. A coordenacdo motora foi considerada sem prejuizo para
aqueles animais que alcangaram o tempo minimo de 120 s sobre a haste. Apos
a determinacado dos tempos de permanéncia basais, os animais foram tratados

com a apitoxina, a fracdo ou a melitina, 30 min antes do inicio do teste.

A apitoxina (6 mg/kg), a fragdo com massa molecular inferior a 10.000
daltons (6 mg/Kg) ou a melitina (3 mg/kg), administradas por via s.c. no dorso
dos camundongos, 30 min antes, ndo alteram o tempo de permanéncia dos

animais na haste girante (Figura 11).
Avaliagcao do edema de pata induzido por formaldeido

O volume da pata posterior direita foi determinado antes de qualquer
tratamento por meio de um pletismémetro (Modelo 7140, Ugo Basile, Italia). A
divisdo dos grupos para posterior tratamento foi feita de forma que as medias
dos volumes de pata basais dos diversos grupos fossem similares. A apitoxina,
a fragdo ou a melitina foram administradas por via s.c. no dorso dos animais,
30 min antes da injecdo de formaldeido (0,92%, 20 ul) no dorso da pata
posterior direita. O creme contendo apitoxina ou a fragdo foi aplicado sobre a
pata posterior direita de camundongos anestesiados 30 min antes da injegéo
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de formaldeido. O volume da pata foi novamente determinado 30 e 60 min
apés a injecao do formaldeido. As medicdes foram feitas em duplicata. Os

resultados podem ser observados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Efeito induzido pela aplicagéo topica de creme contendo apitoxina
sobre o edema de pata induzido por formaldeido. A apitoxina (0,225, 0,45 ou
0,9 ml) ou o veiculo foram aplicados sobre a pata posterior direita de

camundongos anestesiados 30 min antes de injegcdo do formaldeido.

Tratamento Edema (pl) % de inibicdo
Veicuio 56114 -

Apitoxina 0,225 mi 47 +12 16

Apitoxina 0,45 ml 4319 23

Apitoxina 0,9 ml 18+12 68

Tabela 3 - Efeito induzido pela aplicagdo tépica de fracéo sobre o edema de
pata induzido por formaldeido. A fragdo (0,225, 0,45 ou 0,9 ml) ou o veiculo
foram aplicados sobre a pata posterior direita de camundongos anestesiados

30 min antes de injecéo do formaldeido.

Tratamento Edema (ul) % de inibicdo
Veiculo 6513 -

Fracdo 0,225 ml 4919 25

Fragédo 0,45 ml 38+11 42

Fracdo 0,9 ml 3218 51

Determinagdo da concentracdo de mediadores inflamatérios na pata de

camundongos apos a injegao intraplantar de carragenina

Apos o tratamento com as drogas em investigagao, carragenina (1%, 20
pl) foi injetado por via intraplantar na pata direita posterior. Quatro horas
depois, foi feita a eutanasia dos animais € um fragmento de pele adjacente ao
local da injecdo de carragenina foi removido e sua massa determinada. O
fragmento foi homogeneizado em 1 ml de tampé&o fosfato gelado (pH=7,4) por 1
min. Em seguida, feita centrifugagédo (3.000 rpm, 5 min) e o sobrenadante
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coletado e armazenado em congelador — 70 °C. As concentragbes do mediador
inflamatério TNF-alfa, (avaliagdo indireta por meio da determinagcdo da
concentragdo de nifrato), bem como de uma citocina com atividade
antiinflamatéria (IL-10) foram determinadas por meio de kits especificos para

cada mediador (R&D Systems).

Quantificacdo de Citocinas

A quantificacdo de citocinas como TNF-alfa e IL-10 foram realizadas
utilizando o método de ELISA (Francischi, J. N., C. M. Yokoro, S. Poole, W. L.
Tafuri, F. Q. Cunha, and M. M. Teixeira. 2000. Anti-inflammatory and analgesic
effects of the phosphodiesterase 4 inhibitor rolipram in a rat model of arthritis.
Eur. J. Pharmacol. 399:243; Poole, S., A. F. Bristow, S. Selkirk, and B. Rafferty.
1989. Development and application of radioimmunoassays for interleukin-1 and
interleukin-1. J. Immunol. Methods. 116:259;, Souza, D. G., Rodrigo
Guabiraba,R., Pinho,V. Adrian Bristow, A., Poole,S. and M. M. Teixeira. IL-1-
Driven Endogenous IL-10 Production Protects Against the Systemic and Local
Acute Inflammatory Response Following Intestinal Reperfusion Injury1. The
Journal of Immunology. 170(9):4759-66. 2003). Os resultados estdo mostrados
nas Figuras 12 e 13. Resumidamente, amostras de soro foram obtidas através
do sangue coletado do animal que foi incubado por 15 minutos a 37°C e entéo
30 minutos a 4°C. Este soro foi estocado a -20°C até posterior utilizagdo. As
amostras de soro analisadas foram diluidas 1/1 em tampéo fosfato salina
(PBS). Amostras de tecido foram pesadas e 100 mg foram homogeneizados
em 1 mL de PBS (tampé&o fosfato 10 mM pH 7,4 contendo de NaCl 0,15 M,
inibidores de proteinases PMSF 0,1 mM, cloreto de benzeténio 0,1 mM, EDTA
10 mM e 20 kU de aprotinina A) e 0,05% de Tween 20. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 3000xg e o sobrenadante foi utilizado no ensaio
de ELISA diluido 1/5 em PBS. Placas de ELISA foram sensibilizadas por uma
noite com anticorpos policlonais anti-IL-10 e anti-TNF-alfa de camundongo (1-2
pg/mL). No dia seguinte as placas foram lavadas por trés vezes e bloqueadas
com BSA 1%. Ap6s nova lavagem as placas foram incubadas com as amostras
ou citocinas (controle positivo) por uma noite. Os anticorpos policlonais

biotinilados foram utilizados de acordo com a recomendacéo do fabricante.
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A Figura 12 mostra que os niveis de 1L-10 no grupo tratado apenas com veiculo
foi significativamente menor (p < 0,001) quando comparado ao grupo tratado
com veneno. Os dados sugerem que a IL-10 foi capaz de modular a resposta
inflamatoéria gerada na pata dos animais do grupo tratado, observado nas
barras pretas e pelas barras rachuradas 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 administrac&do de veneno.

Na Figura 13 observamos que os niveis de TNF-alfa sdo significativamente
menores no grupo tratado com veneno (p < 0,001), em comparacéo aos dados
obtidos para o grupo controle. 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 produgdo in situ, também, haja visto a diferenca
morfolégica dos edemas observados nas patas dos animais tratados e nao
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 apds a injecdo do veiculo, bem como
gerar resposta humoral, observado pelos niveis elevados de TNF-alfa no
plasma dos animais desse grupo. Em conjunto, esses dados demonstram que
a fracdo bioativa da apitoxina é promissor na contencdo da resposta
inflamatéria exacerbada.

Esses dados demonstram que a IL-10, uma citocina que apresenta papel
crucial na imunomodulacdo da resposta inflamatéria parece ser capaz de
modular a produgéo sistémica de TNF-alfa e muito provavelmente a producéo
in situ, também, haja visto a diferenca morfolégica dos edemas observados nas
patas dos animais tratados e ndo tratados com o veneno. O veiculo
administrado se conFigura como um estimulo exdgeno, capaz de gerar
resposta celular, observado pelo recrutamento celular no edema de pata apés
a injecdo do veiculo, bem como gerar resposta humoral, observado pelos
niveis elevados de TNF-alfa no plasma dos animais desse grupo. Em conjunto,
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esses dados demonstram que a fragao bioativa da apitoxina € promissor na
contencado da resposta inflamatéria exacerbada.
Purificagao da melitina:

O componente encontrado em maior propor¢ao na apitoxina, melitina, foi
isolado através de coluna de afinidade utilizando a resina Heparina Sepharose
CL-6B (GE). Banks, B. E. C. et al,., New methods of isolating bee venom
peptides. Analytical Biochemistry, 116, 48-52, 1981. A apitoxina foi utizada na
concentragdo de 40 mg por ml. Foi aplicado na coluna 80 mg de apitoxina em 2
mL dissolvida em tampéao fosfato de sddio, 0,2 M pH 6.8. Os componentes nao
ligados a resina foram eluidos com um volume de coluna do tampé&o inicial. Em
seguida iniciou-se um gradiente de NaCl de 0 a 2M. A melitina sai com o
gradiente de NaCl, como mostrado na Figura 14. As fracdes contendo a
melitina foram misturadas diafiltradas contra agua milliQ em membranas de
1kDa de ponto de corte (Figura 14).
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REIVINDICACOES

1. COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO FRAGCAO DE
APITOXINA caracterizada por compreender componentes com massa
molecular abaixo de 10.000 Daltons e ao menos um carreador farmacéutica e

fisiologicamente aceitavel.

2. COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO FRACAO DE
APITOXINA de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada pelos
componentes com massa molecular abaixo de 10,000 Daltons serem
selecionados do grupo compreendendo melitina, apamina, secapina, tertiapina,

peptideo 401, procamina e adolapina.

3. COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO FRACAO DE
APITOXINA de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizada pelo componente

com massa molecular abaixo de 10,000 Daltons ser preferencialmente metilina.

4, COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO FRACAO DE
APITOXINA de acordo com as reivindicagdes 1 a 3, caracterizada por se
apresentar nas formas semi-sélidas ou liquidas preferencialmente pomadas,

cremes ou géis.

5. COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO FRAGAO DE
APITOXINA de acordo com as reivindicagdes 1 a 4, caracterizada por ser
administrada pelas vias tépica, intradérmica, intramuscular, intravenosa,
subcutanea, oral ou como dispositivos que possam ser implantados ou

injetados.

6. COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO FRACAO DE
APITOXINA, de acordo com as reivindicagbes 1 a 5, caracterizada por
apresentar propriedades analgésicas, capacidade de imunomodulagao, inibir a
resposta inflamatéria exacerbada e baixa alergenicidade.

7. USO DA COMPOSIGAO FARMACEUTICA CONTENDO FRACAO DE
APITOXINA caracterizado por ser na preparagdo de um medicamento

analgésico e antiinflamatério.
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8. USO DA COMPOSICAO FARMACEUTICA CONTENDO FRAGAO DE
APITOXINA de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado por ser na
preparacdo de um medicamento para o tratamento de disturbios inflamatorios e

dolorosos, preferencialmente no tratamento de artrite reumatoide.
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