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Resumaoa

Efeito do veneno de Apis mellifera sobre o tumor TalB8o.
Camundongos gque nao receberam qualquer de tratamento, quando
inoculados com tumor (via intra peritonial), sobrevivem em
media 10 dias, com grande dilatac¥o abdominal.  Neste
intervalo de tempo o tumor tem morfologia liquida e alto
arau de proliferac&o de célula multinucleada. Camundongos
tratados com I doses de veneno, 24h apds o implante e
mantendo-se este periodo de intervalo entre uma e outra
dose, sobrevivem tempo inferior aos ndo tratados. Os
camundongos tratados com trés doses de veneno, na quantidade
de 00,0005 cada.uma sobrevivem em média 16 dias. 0 tumor
extraido desses camundongos, tem menor consisté&ncia,
coloraco mais clara e apresenta um menor numero de celulas
e n3do é hemorrégico. 0 tumor proveniente de camundongos
previamente tratados, quando inoculado em camundongos sem
tratamento, apresenta um desenvolvimento muito lento. Fémeas
inoculadas s¥o Capazes de procriar filhotes saudaveis e
quando amamentados pela md¥e n3o apresentam anomalia. Quatro
doses desse tratamento naé & suportivel por camundongos com

26y de peso e 22 dias de vida, enquanto que uma ou duas

em relac¥o aos n3¥o tratados.
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1.INTRODUCHRO

Apitoxina & um veneno de natureza protéica,
extraido da glé&ndula de veneno localizada no abdémen de
abelhas Apis mellifera. No ultimo segmento do abdome dessas
abelhas estd situado o ferr&o, estrutura de defesa do
inseto, por meio do qual o veneno ¢ inoculado com a
finalidade de afugentar inimigos predadores de larvas ou do
mel e garantir a harmonia e a produc3o da colénia.

Os agentes gque mais perturbam as colénias
meliferas sdo os insetos das ordens Lepidéptera, Himendptera
e a familia Vespidae. Também os mamiferos, como os ursos e
principalmente o homem, que ¢ © maior explorador dos
produtos obtidos nas coldénias meliferas como o mel, as
larvas, a geléia real e a propolis.

Langcando m3o de vestes apropriadas e técnicas de
manejo ¢ possivel extrair com seguranca, os produtos da
colméia. Forém, n¥o & =6 nas proximidades da cold8nia gue

ocorrem os ataques de abelhas pertencentes As castas das



operarias, o8 acidentes ocorrem sempre que o inseto &
perturbado e a ferroada ocorre quando a abelha -atinge o
agressor. 0s ataques podem ocorrer em pracas, jardins e
recintos domiciliares. A picada de uma Unica abelha & capaz
de matar um inseto ou pequenos roedores, em func¥o do peso
corporal e quantidade de toxinas presente no veneno.

Quanto aos seres humanos, a literatura n&o traz
nenhum relato de testes com picadas de abelhas, porém relata
acidentes com pesspas aque Jj& suportaram nuamero superior a
vinte ferroadas. Entretanto, ferroadas freqglentes podem
levar a um quadro de hipersensibilidade e eveoluir para uma
reac¥o alérgica.

Apos atingir um quadreo de alergia, uma unica
picada sera letal porque alguns componentes do veneno s3o
Capazes de provocar liberactes dos grinulos dos mastocitos,

08 quais s3o compostos que catalisam reagbes anafilaticas.

1.1. As glandulas de veneno

Na fase adulta das operarias, as gli&ndulas
secretam veneno, o que ocorre entre duas a trés semanas de
idade (KAISER and MICHL , 1954). Apds este periodo as
glé&ndulas comecam a degenerar-se (OWEN and BRAIDWOOD, 1974).

Na alterac¥o de funcionamento da glandula &
provavel que a configuracXo quimica do veneno também seja
alterada. Outro fator determinante da producio do veneno sfo

as estacties do ano, tendo sido comprovado gue a producXo &



maior nos dias de verXo (0OVEN and BRAIDWOOD, 1979).

1.2. Natureza do veneno

A composicio é protéica, sendo que 88% de seu peso
natural & agua. Do veneno cristalino, 50% s¥o melitina e os
outros 50% s%o, fosfolipase, hialuronidase, apamina, MCD-
péptideos.

As  proteinas, hialuronidase e fosfolipase a2o
responsaveis pela resposta imune (KING et al, 1976). &
possivel que estas proteinas sejam responsdveis pela
hipersensibilidade em individuos com predisposic3o, os quais
apds repetidas ferroadas podem apresentar o quadro alérgico,
com manchas vermelhas na pele, inchago, néuseas e vémito.

Fara uma pequena quantidade de pessoas, uma Unica
Picada pode ser fatal, devido ao choque anafilitico (RICHES,

1982).

1.3. Propriedades da Hialuronidase

A hialuronidase ¢ uma enzima responsavel pela
hidrélise do Acido hialurédnico. & um polimero viscoso e um
dos principais responsaveis pela uni¥o das celulas nos
tecidos. Quando sio destruidas pela hialuronidase, o espaco
entre as células torna possivel a penetracio de outros
componentes do venenos portanto a hialuronidase &

considerada "fator de difus&o".
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Alem de ser o maior componente do veneno, seu

pess molecular @ de 41,000 (KEMENEY.et al 1984) e seu
potencial de ativacXo ocorre em um pH entre 4,0 & 5,0
(HABRERMANN, 1970). Na rainha, & quantidade de hialuronidase

& maior que nas operarias

1.4, Fosfolipase A-:

Esta enzima & responsavel pela hidrélise do acido
graxo. A fosfolipase esta presente em veneno de abelhas,
escorpittes e serpentes, além de outros tecidos de mamiferos.
Sua conformacio peptidica & de 128 residuos de aminoicidos
(SHIFOLINI et al, 1979). Esta enzima destréi um dos
principais blocos constituintes de todas as membranas
bioldgicas, os fosfolipideos.

A fosfolipase do veneno de abelha & a mais ativa
de todas as fosfolipases conhecidas (SHIPOLINI et al, 1971).
E mais ativo até mesmo do que a fosfolipase de serpentes e
do pé&ncreas de mamiferos, alem se ser a principal
responsavel pelo chogue anafilAtico. A eficifncia da
fosfolipase aumenta ainda mais com a presenca da melitina
(VOBT et al, 1970).

Acredita~-se que a fosfolipase A-2 tem importante
papel nas doencas inflamatérias, incluindo pancreatite aguda

(NEVALAINEN, 1980).

1.5. Melitina:



¥ o principal componente do veneno de abelba. & um
polipeptidec de cardter hidrofébico e por ser um detergente
natural combina-se com lipideos da membrana celular e faz a
lise da membrana (DUFORC et al, 1986).

Também age ativamente com a fosfolipase A-2 e
potencializa o efeito dessa enzima. A melitina possui
propriedade sulfatante e anticoagulante (OWYANG et al,
1979).

A melitina tambem & capaz de lizar a membrana
plasmiatica, facilitando a separacdo do nucleo intacto, com
atividade transcricional (SMITH et al, 1988). Em tumores de
rato a melitina & capaz de causar transformactes das células

neuplasicas (FIFFIA & CoL, 1989).

1.6. Apamina:

- o menor peptideo do veneno e abelhasg,
correspondendo a 2% de todo o peso do veneno pura. No
entanto este peptideo & um potente neuwrotorMico, capazr de
combinar-se com membranas pos sindpticas e com mediadores
aquimicos como K* e Ca*#*, em tecido nervoso (LAZDUNSKT,
1983) .

Em coelhos ocorre resposta imune apos a inoculacdo
da Apamina livre ou associada a albumina (DEFENDINE & CoLE,

1990,



1.7. Histamina:

Em  veneno de abelha & encontrado  pequena
quantidade de histamina, porém, esta proteina & a
responsavel pela reacio alérgica, causando as manchas
vermelhas e inchago no local da picada (REXOVA & MARKOVIE,
1963).,

A liberaco da histamina e mediada pela melitina e
fosfolipase e por efeito citolégico, causa degqradaci3o de
mastocitos e com isto a liberacio de histamina, causando

choque anafildtico (HIGGINFODHM R.D KARNELLA, 1971).

1.8. Secapina, Tertrapina, Procamina:

Esses tr&s peptideos também sdo componentes do veneno
de abelha, porem alguns n¥o sXo encontrados em todas as
amostras e sua presenca varia de acordo com & raga ouw
subespécie de Apis mellifera. A secapina contém 23
aminoacidos (GAULDIE et al, 19783 VLASAK et al, 1984),

0 veneno de abelhas tem sido mencionado freglentemente
na literatura Como tenda efeltos farmacoldgicos,
principalmente como anti-inflamatodrio e antiartritico
(Dotimas e Hyder. 1988).

0 veneno de A4pis mellifera, também tem sido wtilizado
na elucidacio de MeCanismos fisiolodgicos poraque =11
substincias que comptemn esse veneno tem efeitos especificos

sobre as diferentes estruturas que formam a célula. Nesse



saentido, em  uma revisio e literatura nos  trabalhos
veriticamos oue, a cada ano, um  numero  crescente de
trabalhos & realirado utilizando-se o veneno de abelhas ou
de suas fracthes, em estudos sobre aspectos especificos da
fisiologia celular. Como exemplo podemos citar o trabalho de
Smith et al. (1988) o qual observou que, a melitina, um dos
componentes do veneno. pode desestabilizar a membrana de
celulas em cuwltura, permitindo aue os nucleos sejam igsolados
com  a membrama nuclear intacta e com  alta atividade
tramscriptacional.

Tambeém ¢ conhecido (Gerst e Salomon, 1987) o efeito
antagonista da melitina sobre a calmodulina, um mediador
Envolvido na regulacio e ligac¥#o do célcio as proteinas do
organismo. Os componentes do veneno também silo utilirados
(Drake e Hider, 1988) em estudos de ressondncia magnética

nuclear e em modelos de interaciio da membrana proteéica.

1.9. EFEITO DO VENENO SOBRE CeELULAS TUMORAIS

Outros  trabalhos tem sido realizados in vitro em
culturas de células neoplasicas. obietivando conhecer melhor
I8 mecanismos de reproducio celular. Verificamos gue Spoerri
(1987) Ja& havia observado gue  a apamina tem efeito
degenerador em culturas de newroblastomna.,

Também foi verificado (Hait et al., 19835) que a
melitina inibe o crescimento de celulas leucEémicas, devido

an efeito inibidor da calmodulina. Esse efeito & novamente
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mencionado por Lee and Halt (19851, que verificaram ague a
melitina & um dos mails potentes inibidores da calmodulina.
Killion and Dunn (1986) também verificaram ogue as células
leuvcémicas sJX0 mals sensivels aos efeltos citoliticos da
melitina aue as células normals. Foili ainda observado qgue
celulas indiferenciadas tem um alto nivel de receptores para
a apamina, cerca de D0 veres mais gque as demais células
(SHohmid-Antomarchi et al.. 1986). Alnda segundo Fippia et al
(178%), a melitina & capaz de estimular a transformaco de

celulas neoplasicas de tumores. em ratos.

1.10. Citologia do tumor:

O tumores henignos, geralmente, -¥-{a) bem
diferenciados, porém as células s3o maiores e a aglomeraco
destas células em nddulos, revela a natureza de tumor.

twanto aos tumores malignos a formacXo das
células, variam desde bem diferenciadas a indiferenciadas.
Com crescimento desigual ,resultando em massas de tecido
formado por células muito grandese e outras muito pequenas e
multinucleadas com muita cromatina.

As alteracties citoldgicas das células tumorais
podem atingir o citoplasma com ou sem nucleo ou a célula
como um todo. As células de tumor benignos tendem a ser
maiores do que o normal, tem contorno irregular e forma
bizarra e apresentam polimorfismo no tamanho. Células

gigantes com varios nucleos e forma atipica, sXo comuns nos



canceres  com  alto arau  de malignidade. As alteractes
degeneradoras sao frequentes tanto no citoplasma quanto no
nuacleo (1992).

0 tumor utilizado em nosso trabalho tem morfologia
liguida, células multinucleadas, tamanho desigual. 0 seu
degzenvolvimento no periténio do camundongo resulta na morte
do animal em um prazo de de:x dias, embora em nosso trabalho,
alouns individuos sobreviveram por treze dias . Com dez dias
o tumor tem um aspecto hemorragico.

Quando inoculado intramuscularmente, © tumor
apresenta desenvolvimento de formato sdlido, formando
uleceraco de cor vermelha, resultando na norte do animal em
um prazo médio de quinze dias.

0 aspecto do roesdor & variado e depende do tempo
de desenvolvimento do tumor. Apds o sexto dia, o animal ja
apresenta abdémen dilatado porem movimenta-se com agilidade
e alimenta regularmente. A partir do decimo dia o animal
apresenta diarréia hemorragica, reaspiracio ofegante &
movimenta-se com lentid%o, morrendo em seguida. Este tumor
8@ enquadra nas descrictes para tumores de cardter malignro

Os cénceres com origem nos tecidos mesenquimais
sdo denominados sarcomas (do grego sarkos = carnoso) pois
possuem em geral pouquissima estroma de tecido conjuntivo e,
consequentemente, BHAO carnosos. Como por exemplo,
fibrossarcoma, lipossarcoma, leiamiossarcoma, para o caso de
musculo liso (ROBINS, 1982).

() sarcoma utilizado nesse trabalho tem morfologia



liguida, células multinucleadas e citoplasma denso. Com
grande proliferacdo em perit&nio de camundongo, provoca a
morte do animal em dexr dias. Nesse periodo o tumor apresenta

um aspecto hemorriagico.

1.11. Objetivo

Nosso trabalho teve como objetivo testar a ac®o do
veneno de abelha no sarcoma TG 180, gue desenvolve em

periténio de camundongos.

10



=2 MATERIAL E MsETODOS

2.1. Implante do tumor.

Foram utilizados camundongos albinos fornecidos
pelo Instituto Valee, sediado em Uberlindia-MG. 0Os animais
s#Ho mantidos, durante o experimento, no biotério da UFU. No
periténio dos camundongos =¥ {a) implantadas celulas
neoplasicas do tumor TG 180, fornecidos pelo Laboratério De
Imunologia da UFU.

Essas celulas, que s desenvolvem em forma
liquida, s30 retiradas com seringa esterilizaday Apos
sacrificar o camundongo portador, introduz-se a agulha e
retira-se o tumor, aque, além de liquido, tem leve
viscosidade. A seguir, 1,0 ml do tumor ¢ inoculado no
periténio do camundongo experimental, o gual & marcado com

acido picrico e separadas em portador e n3¥o portador, em

11



gainolas distintas. As gaiolas sdo de plastico, medindo 0,5 m
M 0,5 @ 02 m de profundidade com tampa de metal em forma de
grade e bebedouro. Todas as cobaias tem a mesma alimentac3o
a partir de racdéo balanceada. 0 tratamento & feito com

Apitosina, peconha extraida de Apis mellifera.

2.2. Extracg3d3oc Do Veneno:

3 wveneno utilizado neste trabalho é coletado
segundo uma metodologia desenvolvida por BRenton e Morse
(1963) e aprimorada por HBErandeburgo (1992) com algumas
maodificactes (in Oliveira, 1994).

0 sigtema consiste na instalac3o frente a colméia,
de uma armac3o de madeira dentro da qual fios de aco s&o
esticados com espacamento de 6 mm e sobre a qual ¢ colocada
uma placa de vidro Um controlador de tempo dispara uma
descarga elétrica de 8 volts a intervalos de 10 segundos.

As abelhas ao passarem pela placa, s3o estimuladas
por choque elétrico e ferrocam uma pelicula de plastico,
sendo o veneno depositado na superficie inferior da mesma. O
veneno @& liquida, masz depois de alguns minutos se
crigstaliza. 0 veneno é raspado do plastico e armazenado em
recipiente de vidro escuro, em congelador.

) compartimento de coleta é totalmente fechado, o
que permite que a operac3o seja realizada com seguranca, uma
vez que este método tormna a colméia bastante defensiva. 0

recipiente de coleta, que & de vidro, fica envolto por

o
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plastico, o que evita a contaminacido do veneno.
Apods coletado, o veneno & armazenado em recipiente
de vidro de cor escura embrulhado com papel aluminio e

guardado em congelador, no maximo paor 3 dias .

2.3. Preparo do veneno:

Em balanca de precisfo, pesa-se de 0., 002g de
veneno cristalizado e diluido em 2ml de solucHo salina.
Nessas condicles & inoculado nas cobaias para a realizacao

do experimento.

2.4. Contagem de células

Apos a extracio do tumor, j& descrita em item anterior
@ feita a diluicdo., 1 ml de tumor em 10 ml de solucio
salina. Fipeta-se 30 microlitros para a contagem de
celulas. Q(uando ocorre alta concentracito de células, &
necessario outra diluicXo. Obtendo uma concentraco de 1
para 1000, & feita a leitura e aplicamos calculos. 0 numero
de células contadas em cémara de Neubauer, ¢ multiplicado

pela diluic¥o % a profundidade da camara.

{
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2.5. Experimentos

2.5.1. Experimento 1-1 (veneno inoculado apés o

implante do tumor).

Neste experimento o tratamento com veneno, por via
intraperitonial, & feito 24 horas apds o implante do tumor e
tem durac¥o de trés dias consecutivos. Trabalhamos com um
numero de dez camundongos, 08 quais 3o divididos em 32
grupos:

-~ Quatro camundongos que recebem tratamento com
0,003 g de veneno, via intraperitonial apédés o implante do
tumor.

-~ (uatro camundongos gue sofrem o implante do
tumor, mas n3o recebem tratamento com veneno.

~ Dois camundongos gue representam o grupo
controle e n¥o recebem nenhum tipo de tratamento. além de
agua e comida.

Este experimento foi repetido por duas vezes

consecutivas (Experimentos 1.2 e 1.3).

2.5.2. Experimento 2 (tratamento com intervalo de 48h

apos o implante do tumor.)

Neste experimento sfo usados 10 camundongos.
Guatro camundongos, marcados na cabeca, s3o inoculados

cam tumor e 48h apds comeca o tratamento (3 doses), mantendo

14
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o intervalo de 48h.
Quatro camundongos. marcados no dorso, apenas s3o
inoculados. ndo recebendo tratamento com veneno.

Dois camundongos s3o mantidos como o grupo controle.

2.5.3. Experimento 3 (Veneno inoculado antes do

implante do tumor com intervalo de 24 horas).

Neste experimento o tratamento é feito com uma
tlose de veneno 0,002, que = inoculado por via
intraperitonial.

thaatro camundonaos com  marcas na cabega SHO
tratados com veneno diluido em 2 ml de solucdo salina, sendo
inoculados 0,000% ml por camundongos povr via
intraperitonial. O tumor & implantado apds a inoculacqo do
veneno.

Guatro camundongos, marcados no dorso, s&Ho
inoculados com tumor. mas nXo sNo tratados com veneno.

Dois camundongos s3o reservados para o grupo
controle e a este nXo ¢ dado gualquer tipo de tratamento,
nem tumor.

Este experimento & repetido por duas vezes, nas

mesmas condictes Experimentos (3.2 e 3.3.)



2.5.4. Experimento 4 (Tratamento com intervalo de 48
horas, por via subcutadnea e antes do implante do

tumor e com contagem de células).

Guatro camundongos, marcados na cabeca SHO
tratados periodicamente com um intervalo de 48 horas entre
um dose e outra, num total de trés doses. 48 horas apés o
wltimo tratamento & feito o implante do tumor.

fluatro camundongos,. marcados no dorso, recebem
apenas o implante do tumor e n3o sdo tratados com o veneno.

Dois camundongos, marcados na barriga, =¥ {a]
mantidos como controle € n¥o recebem nem tratamento implante
do tumor.

A partir desses experimentos a inoculac&o do
veneno & por via subcutdnea e n3do mais intraperitonial.

E feita a contagem de células do tumor, retirado

tle camundongos tratados .

2.5.5. Experimento 4-1 (1a Repetic&o)

Neste experimento ¢ mantido © mesmo numero de
animais, e o mesmo método. porém a inoculagdo do veneno ,
por via subcutdnea, ¢ feita em locais diferentes no corpo do

animal. Sendo realizada mais de uma repetic&o.

2.5.6. Experimento 4-2¢( Tem como objetivo fazer

contagem de células ).
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Neste experimento ¢ mantido o mesmo numero de

animais @ o mesmno método de trabalho.

2.5.7. Experimento 5 (Observamos o desenvolvimento do
tumor extraido de camundongos tratados e inoculados em outro

camundongo sem tratamento com veneno).

fluatro camundongos marcados na cabega s3o tratados
periodicamente com veneno em intervalo de 48 horas, em um

total de trés doses. 48 horas apods o ultimo tratamento e

feito o implante do tumor.

Cluatro camundongos nd3o s3¥o tratados e sofrem

apenas o implante do tumor.

Dois camundongos, marcados na barriga s#3H0

designados para o grupo controle.

2.5.8. Experimento 5-1 (Tumor proveniente de animais

tratados ¥ Tumor de animais n3o tratados).

Trabalhamos com dez camundongos sendo qguatro
marcados na cabecga, o8 quais recebem trés doses de
tratamento em intervalo de 48 horas entre uma e outra dose.
0 metodo de inoculagao do  veneno & mantido, por  via
subcutdnea. Apods 48 horas ¢ feito o implante do tumor
proveniente de camundongos n¥o tratados. Quatro camundongos

com marcas no dorso receberem tumor, o qual é proveniente



dos camundongos tratados no experimento 5. Dois camundongos,
sem nenhum tipo tratamento além de Agua e alimento, s%o

mantidos para o grupo controle.

2.3.9. Experimento &6 (Tumor originado de animais n&o
tratados com veneno x tumor originado de animais

tratados)

Neste esperimento s¥3o testados tumores, retirados
de camundongos tratados no experimento 5.

tluatro camundongos marcados na cabega, @ que n3o
receberam nenhum tipo de tratamento s3o implantados com
tumor retirado de camundongos tratados antes do implante do
tumor.

thuatro camundongos marcados no dorso, e que também
n&o receberam tratamento com venenon, s3o inoculados com
tumor provenientes de camundongos tratados apos o implante
do tumor.

Dois camundongos,. sem nenhum tipo de tratamento ou

tumor, s¥o mantido para o grupo controle.

2.5.10. Experimento 7 (Efeito do veneno sobre tumor

originado de animais tratados com veneno).

Neste experimento sXo utilizados seis camundongos
que s3Ho divididos em grupo marcados, com o objetivo de

observar o efeito do veneno aplicado em um intervalos de 48

18



horas entre uma e outra dose, sobre animais inoculados com
tumor retirado de animais tratados com veneno.

fhuatro camundongos, marcados na cabeca,  recebem
tratamento com veneno com intervalo de 48 horas e com trés
aplicacties. 48 horas apos a ultima dose & feito o implante
com tumor, proveniente de camundongos tratados.

Dois camundongos so mantidos sem tratamento e sem

tumor, estes constituem o grupo controle,

2.5.11. Experimento 8 - (Tratamento com numero varidvel

de doses).

Também utilizamos dez camundongos s

Dois camundongos, marcados na cabeca, recebem 4
aplicaces de tratamento com venena, em intervalos de 48
horas.

Dois camundongos, marcados nas costas recebem
tratamento em intervalos de 48 horas entre uma e outra dose,
em um total de trés doses.

Dois camundongos, marcados no dorso sXo tratados
com duas doses. mantendo um intervalo de 48 horas entre
elas,

Dois camundongos, marcados na barriga recebem
apenas uma aplicac#o de tratamento.

Dois camundongos, sem nenhuma marca, sido mantidos
para o grupo controle. Todos oag grupos recebem o implante do

tumor  apds o tratamento, sendo que este experimento &
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realizado por duas veres consecutivas

2.5.12. Experimento 9: (Contagem de células de tumor em
periodos diferentes de desenvolvimento em

animais n¥o tratados).

Estes euperimentos s¥o realizados com a finalidade
de fazer a contagem de células, tendo sido utilizada a
cEmara de Neubauer.

- Oito camundongos serio utilizados nesse
experimento.

- Dois camundonoos sem marca sd&o mantidos para o

grupo controle.

~ Seis dias apbds o implante, dois camundongos SN0

sacrificados e ¢ feita a contagem de células.

~ (Oitop dias apés o implante do tumor, dois

camundongos s¥o sacrificados para a contagem das celulas.

- Treze dias apbds o implante, (a1 demais
camundongos, s&o utilizados para a contagem de célula e como
doadores de tumor para os camundongos do experimento

sequinte.

2.5.13. Experimento 10 (0 desenvolvimento do tumor

extraido de animais com mais de 10 dias de

inoculacg&o).

Neste experimento ¢ observado o desenvolvimento do



tumor inoculado em camundongo sem tratamento, porém, o tumor
sera extraido de camundongos que sobrevivem por treze dias
apds & inoculac¥o. Assim sendo. seis  camundongos  sem
tratamento recebem implante de tumor proveniente do

experimento anterior. Os camundongos s3o marcados na cabeca.



3 - RESULTADOS

No experimento 1.1. s camundongos  tratados apds  a
inoculacie do tumor com veneno sobreviveram em media O dias,
enguanto aue os n3co tratados porem portadores de tumor,
viveram 12 dias . (Os 2 camundongos pertencentes ao grupo
controle permaneceram vivos e sem nenhuma doenga .

Experimento 1.2. Os quatro camundongos tratados tiveram
uma vida média de 3,5 dias enquanto aque o prazo de vida dos
naEo tratados foi de 123 dias. Ndo observamos alteracties nos
camundongos do grupo controle .

Experimento 1.3. Os quatros camundongos tratados
sabreviveram um tempo m@dio de 5 dias e o5 nXo tratados
sobreviveram em torno de 10 dias

Experimento 2. (s quatros camundongos  tratados  com
veneno apos o implante do tumor sobrevivem em média 17 dias

porem o desenvolvimento do tumor foi mais lento em relac&o



&0 d@mmnvmivim@ntm do tumor dog Nao tratados aue sobrevivem
Dor Y dias,

Experimento 3.1. (s Camundongos tratados 24 horas antes
do implante tiveram vida media de 16 dias EnNquanto que og
NEO tratados tiveram vida media de 10 tiamsg,

Experimento 3.2. Oe quatros Camundonoos tratados
sabrevivem a um  tempo médio de 7 dias e 0% NnaEo  tratados
sObreviveram &Em media 8§ dias - luanta ae grupo controle, nao
APreEsernta qualguer alteragéo e Comportamento.

Experimento 3.3. 0 resultado obtidoe neste experimento
foi de g dias para os tratados e 17 dias para 0% n&o
tratadms, Em media

Experimento 4. (g camundongos tratados com 18 antes deo
implante tiveram vida media de 1¢ dias, os nao tratadog
tiveram vida médiae de 12 dias. sendo que os 2 Pertencentes
#OOrupe Controle, Permaneceram vivos.

Experimento 4.1 Foi comprovaco que  as injectes de
VEneno rne me¢sme local causavam lesteg rna pele dos
camundonaos . Fortanto Yariamos o local das aplicacties a cada
tratamento,

(e Camundonoos tratados, neste @xpﬁrimentc,
s0breviveram um tempo medieo de 14 diag, enquanto os nap
tratados sobreviveram um tempo medio de 10 dias

Experimento 4.2. 0s camundongos tratados sobrevivem ig

dias e os n&Eo tratados 10 dias

od
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Contagem de células do tumor extraido de

camundongos tratados

EpOxIOOOOMIDUOEE,UMIQ7 célulasiml
S

b,#HiOODQNlOOQmH,EulUV celulas\ml

B,QHIOOOOKlUUUmE,lem” célulasiml

Contagem de células do tumor extraido de animais

ndo tratados

15H10000%1000“1,5H10m
lExlUOOOMlQQQtl,ﬁﬂlﬂm

L0 10000 1000=1 10

Experimento 5. (g camundonaos nAo tratados aque sofreram
implante de tumor provenients de camundongos tratados
Dermaneceram em observacio por 1 mes SEM que o tumor se
desenvolvesse., Todos 08 camundongos  tratados e aue  foram
implantados COHn tumor proveriente de camundongos n&o
tratados tiveram uma vida média de 18 dias .

Experimento 6. (¢ tempo de sobrevivéncia dos camundonaos
que  sofreram implante de tumor  proveniente de  animais
reviamente tratados foi siqnificativamEHte maior, Dois
camundongos sobrevivem trie Meses e um sobrevive 5% meses.
Meste euperimento uma féEmea gue apos ter sido inoculada com
tumor ficou prenhe e teve 7 filhotes saudaveis.

Experimento 7. For 4 meses @ melo todos oo camundonaos



gue sofreram inoculacio de tumor oriundo de camundonoos
previamente tratados permaneceran sem manifestacsio do tumor.
Us outros camundongos tratados aue s&o inoculados com tumor
proveniente de camundonoos ndo tratados sobrevivem 19 diss.

Experimento 8. HNesse experimento o0s dois camundonaos
marcados na cabega s3#o tratados com verneno nos dias O4. Dé .
U, e 1ONLOND4 e dimplantados com tumor nos dias 12\10\94 .

Eeses camundonaos tratados com guatro doses de venenos
morreram logo apos a ultima dose de veneno. antes mesmo do
implante do tumor.

Us dois camundongos tratados com trés aplicacles s3o os
que sobrevivem por mais tempo. Tratados nos dias 04, 06 e
OBNLONT 4, sobreviveram até o dia OENLINDE, ou seia, em torno
de 25 dias.

Também estavam vivos ateée o dia 02\11\94, os camundongos
com tratamento de 1 e Z aplicaches e o grupo controle, sem
tratamento. Os animais controle, porem, apresentavam pouca
mobil idade, e digposicHo para alimentaco, além e
apresentarem grande dilatacio do abdémen e sangramento nas
feres. Us dois ndo tratados foram sacrificados sendo  um
deles o doador de tumor para o experimento seguinte.

Ma primeira repeticao. dos dois camundonogos tratados
com 3odoses nos dias 05, 07, 11\12\94, apenas um sobreviveu
ate o dia O02\NO1IN9S,

Ermbora estando vive., apresentava abdé&men males
desenvolvido, sangramento nas feres indisposicdo para o

alimento.



s dois animais tratados nos dias O3, 07, e OF\N1294,

sobreviveram ate 0O dia 02\01\9%5, Estes apresentam menor

desenvalvimento do  abdémen e maicr disposicdo ‘para  se

alimentar. Alem dessec arnimais também sobreviveram dois

QUErOSs gue s3o tratados com uma e duas aplicacties, porém,

ESses apresentavam abd&men muito dilatado, sangramento nas

feres e indisposicio para o alimenrnto.

Na terceira o wltima repeticiio desse “perimento, os

camundongos  que  s3o tratados com 4 aplicactes nos dias

16.18, 20 LR2/01/95%  foram implantados com tumor no dia

LANOING S,

Pesses apenas um sobreviveu ateé o dia OBNOENYS, pPorém

apresentava quadro hemmrrégico, Pouca agilidade, alem de s

O gque apresentou maioe dilatacdo do abdémen .

Em O5\02\95 o comportamento dos camundongos tratados

nos dias 18 e ZONOINGR . foui de maior agilidade com menor

dilatacio do abdémen, nyo apresentando quadro hemorrigico.

Lo grupo controle sobreviveu apenas um camundongos até o dia

OINOINGS,
Experimento 9 (contagem de células de tumor)

Este experimento foi repetido por trés veres

tonsecutivas. Consistig em nao aplicar qualquer tipo de

tratamentm, alem de agua e racio.

Tumar Htraido com seis dias apos o implante. Sao

sacrificados trés camundongos com os sequintes resultados:

iﬁxiDUUleUOOM1,éximm celulas\m)

14x10000x1m0mm;,4m10@ meiulasiml



llxlUUUUHlUUUml"lHIUm célulasym]

—- No oitavo dia apos o implante do tumor:
1£,£H10m00u1000m1.szlﬂmx celulas\ml
1Ex10000x1000m1,2nlﬁm celulas\mi
1&,5u10000ulUOQMI,bﬁx10@ celulas\ml
Treze dias apos o implante do tumor s

- 1,5x100ﬂ0x1000m1,5x107 celulasiml
1,25x10000u10@031,250x107 célulasiml
Frimeira repeticiio. Sxao utilizados dois Camundonogos .
Tumor extraido com seis diasg apéds o implante do tumor:
19,75x10000n1000m1,975H10® células\ml
1&,25u10000m1000n1,éﬁﬁulﬂﬁ celulas\mi

OJito dias aApas O implante do tumor s

14,75%10000x1000=1.4,75x105 celulas\m]
{i,QxiOOOOxlOOO=i.5x105 celulas\ml]

Camundongo.
1x10000u10m0=1H107 celulasiml
b tumor além de apresentar Uum, mnimero menor e celulas,
A€ MmMesmas apresentavam tamanhe reduzido.
Experimento 10, Meste experimento fori observade )
desenvolvimenteo de  tumor retirado de um camundongo  que
sSobreviveu por treze dias, Assim B8Ndo, seig Camundonagos sem
tratamento receberam implante deo tumor pProveniente dg
experimento anterior. Fgte experimento  foi repetido treg
VEIes consecutivas, NA0 havendo #lteracties npo tempo médio te

vida de 10 dias,

]
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RESIim  como @ apresentado na introdugao O veneno e

abelhas & empregado  em DeEsauisa farmacmlégicas com  antj-
Inflamatdrip & No tratamento e tecidos neoplésicos,
Esta monografia apresenta resul tados ge experimentos

realizados  com VENeno de abelhaeg Apis melliferas e

camundongos Portadores de tumar TG 180,

Ner  inmdcio desse  trabalhe foram Wtilizadog 0,003g

the

veneno diluido em Iml de solucio salina, sendo inoculado
O.007g de  veneno para cada 26 gramas de peso de

Camundongos . Q tratamente tonsistiuv de trég aplicactes
Consecutivasg, diretamente no peritsnio do tamundongeo,
inicio 24hp apds o implante do tumor,

Lom este meétodo 0% camundongos tratados sobrevivem um

tempo mezct i ¢ inferior A0 tempo meédio de vida dos n&o

tratadoes . Em Aalgumas dac repeticieg h& casog em que g



AIMALS  morram looo apos a terceira dose do  tratamento.
Fortanto. sUuspeltamos que a quantidade de Veneno era altes,
Fara os demais experimentns a dosagem foi de 0,000 diluidas
em Zml de solucdo salina, sendo aplicacdos 0L 0005 de veneno
para cada Zé6a peso de camundongo. Foram mantidos os demais
procedimento de tratamernto

BSupondo-se aue 24t poderia corresponder a um intervalo
pequeno, optamos por aplicar 0, 000%g dé veneno 48h apéds o
implante deo tumor. sendo mantido o intervale de 48h entre
Uuma e outra aplicacio do tratamento, num total de treg
aplicactes.

Embora a menor auantidade de veneno tenha aumentado o
tempo de vida dos animais tratadm;, este método ainda nAQ
fol suficiente Para superar g tempo  de vida dos nio
tratados.

Muma tentativa de gque o tempo de vida dos tratados
fosse maior que o tempo de vida dog N&o tratados decidimos
fazer o tratamente POr via subcutinen e antes da inoculacio
dao tumar, aumentando tambem o Deriodo entre as aplicacdes do
tratam@nto., Adotamos um intervalo de 48 horas em um total
e trég dmgas, com implante deo tumor 48R apss & wltima
aplicac3o. (Com este método o tempo médie de vida dog
camundongos tratados BUPErou 0 tempo médio de vida dos nde
tratados. Og camundongos nao tratados vivem em media 10 diag
nesse, periodo nao qual o tumor ja esta hemwrrégico, enguanto
e os tratados vivem. em média de 16 dias, sendo aus em

alauns experimentos ha casos em aque 1 ou 2 camundongos gque



sabreviveram por  E2% dias e o  tumor extraido n3do estava
hemorriglien. Com a expansido do tumor. deve ocorrer obstrucio
de vasons capilares aue resulta em sangramento.

Com repetidos experimentos foram detectadas lesBes no
local da aplicacio. For esse motivo & conveniente variar €
local de aplicacdo do veneno.

MNMa  contmgem de celulas  foi observado gque  havia um
aumento de 5 veres no numero de células de +umor proveniente
de camundonoos nao tratados em relacdo ao numero de celulas
de  tumor proveniente de camundongos tratados. A partir de
recul tados  oe pEsauisadores ia  citados na introducaao,
podemos  levantar as SROUINtEs hipdteses: ou o venena atua
come degenerador das células neoplasicas ouw como estimulante
o sistema imunoléogico do camundoncaao .

U experimento aue  consiste em inocular tumor extraido
de camundongo previamente tratado foi o mais significante de
todos, porque o tembpo mectio de vida entre os tratados & de 5
MEEes, sendo que por 4 meses o animal nXo manifesta sintomas
do  tumor. Em  uma dessas repetictes uma fEmea gque foi
inoculado com tumor ficou prenhe e teve 7 filhotes saudaveis

sa Temea sobreviveo por

aue foram amamentados noarmealmente., Eo
9 omeses, quando entlo apresentou dilatacdo do abdémen e ao
ser sacrificada observou-se uma dilatacso do intestino,
sendo a quantidade de tumer extraido inferior a 0.5%ml. A
contagem de células  foi feita wmem diluwicdo, obtendo 25
células no campo da cédmara de Neubauer.

ferntando encontrar ttma quantidade minima para prolongar

A0



@ tempo de vida dos camundonaos, & ao mesmo  tempo, uma
dosagem maxima suportada, foi feiteo o teste com um numero
variavel de aplicactes.

Ll teste com 4 aplicacities resultou e morte dog
camundongos mesmo antes da inoculacido do tumor. 0 teste Com
trés aplicacHes +oi O auve teve Exito pois alem de tolerado
pelos camundongos & o que prolonga o tempo médio de vida dos
camundongos. U teste com I e 2 aplicagfies nio teve efeitos
sianificativo ROgUe O tempo médio de vida foi igual ao tempo
medio de vida dos nao tratadoes.

Em uma das repeticHass verificamos., apoés o tratamento,

1

que uma fémea que havia sido tratada com tr anlicactes

7

a
]

estava prenhe., Esga femea teve & filhotes com deficigncia de
crescimento e gque moarvreram antes da aparecimenrnto do pelo.

Em  alguns experinentos ha Casos de  animas  que
sobrevivem por treze dias e g quantidade de celulas
itraidas desses animais & menor em relacdio & guantidade cle
celulas gxtraidas de animais gue sip sacrificados com oito
dias apds a noculacio do tumor., Q brogressio do tumor em
camundongos N30 tratados & de 1O dias. independente de que
as ceélulas sejam proveniente de camundongos portadores de
tumor e que sobrevivem um tempo superior a 10 dias,

Também verificamos uma consideravel diferenca entre os
numeros de células do tumor proveniente de animais tratados
& nHEo tratados. No entanto ndo foi realizado qualqguer
experimento para Justificar esta variacio. Spoerri(1983)

observou que Apamina tem efeito degenerador em cultura de



Celulag meroblisticas, Hait (et al  1985) Felata que a

meliting tem efeito inibideor da

Esta monografia apresenta resul tadeg de testey

realizadog Em  organismog vivos, embora 4 maioria dog

resultadog apresentadog pela

realizados in vitrp,

melljifera retardoy

veneno estarig induzinde umas respostg imunolégica. Ne

entanto nap foram realirzados testes 4 nivel de reaches

imunmlégicas.

o pon



S. CONCLUSOES

Foi comprovado que o veneno de Apis mellifera tem
efeito inibidor sobre o tumor TG1BO.

Foi significativamente maior a sobrevivéincia dos
camundongos tratados com trés aplicacties de 0,0008 de
veneno antes do inoculacXo do tumor em relacdo aos animais
nio tratados e principalmente em relacdo aos tratados com
0.0007qde veneno

0 tratamento com trés aplicaches com intervalos de 48h,
Com a quantidade de veneno de 0,0005%g, apresenta résultados
significativos pois © tempo medio de vida dos animais
tratados supera em quase 100% o tempo de vida dos nxo
tratados

Feita a contagem e a Comparacio entre a guantidade de
células de tumor de animais tratados e Ndo tratados observa-

B8 um numero menor de células do tumor de animais tratados



@m relacdo as ceélulas de animais tumor nao tratado
Camundongos nao tratados com vVeneno quando inoculados
com  tumor extraidos de camundongos  previamente tratados

sobrevivem ate a meses.
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Tabela 1: Tempo de sobrevivéncia de camundongos portadores de sarcoma TG180

ANEXOS

tratados e nio tratados.

Experimentos Tempo de Sobrevivéncia | Quantidade | Intervalo de
Animais Tratados  Nao Tratados de veneno Tempo (h)

1-1 5 dias 12 dias 7 x10™ 24 h apés
1-2 3 dias 13 dias 7x10* 24 h apds
2-1 5 dias 10 dias 7x10" 24 h apos
2-2 7 dias 8 dias 5x10* 24 h antes
2-3 12dias 9 dias 5x10¢ 48 h antes
3-1 16 dias 10.dias 5x10* 24 h antes
3-2 7 dias 8 dias 5x10* 24 h antes
3-3 8 dias 10 dias 5x10* 24 h antes
4 16 dias 12 dias 5x10* 48 h antes
4-1 14 dias 10 dias 5x10* 48 h antes
4-2 18 dias 10 dias 5x10" 48 h antes

42



