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EFEITO DO VENENO DE ABELHAS A. mellifera NO DESENVOLVIMENTO DE
TUMOR

THE EFFECT OF A. mellifera BEE VENOM ON TUMOUR DEVELOPMENT

Ana Paula MANTOVANI'; Edimilsa Socorro ARA L7J02; Malcon Antonio Manfredi BRANDEBURGO?

RESUMO: A imunoterapia aplicada a doencas neoplasicas ¢ baseada na observagido de que as células de
tumores malignos possuem antigenos de membrana diferentes daqueles encontrados nas células normais em tecidos
correspondentes. O veneno de abelhas Apis mellifera, possuindo componentes de alto peso molecular, estimula o
sistema imunoldgico e é considerado um potente alergeno, podendo portanto atuar como imunoterapico. Assim sendo,
o objetivo do trabalho foi verificar o efeito da aplicagdo do veneno de abelhas, inoculado antes ou ap6s o implante do
tumor TG-180 na cavidade peritoneal, no desenvolvimento de tumor em camundongos Swiss. Os animais foram divididos
em trés grupos. O primeiro grupo foi tratado com aplicagdes subcutaneas de veneno diluido em salina; o segundo grupo
foi tratado com salina e o terceiro néo tratado. Quarenta e oito horas apds o tratamento, o tumor foi inoculado nos
camundongos. Ap6s dez dias, o tumor foi puncionado para a contagem do numero de células neoplasicas. Numa
segunda etapa, a inoculagéo do veneno foi realizada 48 horas apos o implante do tumor, sendo o veneno aplicado por
via intraperitoneal e subcutanea. A analise dos resultados seguiu 0 mesmo procedimento. Com a pré-inoculagédo do
veneno, um numero menor de células neoplasicas foi observado na cavidade peritoneal dos animais, enquanto os
tratamentos com veneno, apos a inoculagéo do tumor, nio apresentaram atividade antitumoral significativa.
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O estudo da imunoterapia em neoplasias ¢
baseado na observagdo de que células de tumores
malignos possuem antigenos de membrana diferentes
daqueles encontrados nas células dos tecidos normais
correspondentes (BALDWIN; PRICE, 1975). O veneno
de abelhas Apis mellifera, possuindo componentes de alto
peso molecular (RICHES, 1982; DOTIMAS; HIDER,
1987), estimula o sistema imunologico (Irsch et al., 1999),
podendo portanto atuar como imunoterapico (TEXIER et
al.,2000).

Além da resposta imunoldgica, alguns
componentes do veneno possuem outras propriedades
farmacologicas especificas, entre elas propriedades
antitumorais. A melitina, por exemplo, é um dos mais
potentes inibidores da calmodulina, o que lhe confere a
capacidade de inibir o crescimento das células leucémicas,
as quais sdo mais sensiveis aos efeitos citoliticos da
melitina que as células normais (HAIT et al., 1985). As
células indiferenciadas possuem um nivel de receptores
para a apamina cerca de 50 vezes maior do que as demais

células (SCHIMID-ANTOMARCHI et al., 1986), o que
explica o efeito degenerador da apamina em cultura de
neuroblastoma (SPOERRI, 1983).

Nesse trabalho procuramos analisar os efeitos
do veneno de abelhas Apis mellifera, como agente
imunoterapico e antitumoral, em camundongos Swiss
inoculados com tumor TG-180. Esse tumor ocorre em
forma liquida na cavidade abdominal de camundongos.
Os animais apresentam o abdomen distendido a partir do
sexto dia de desenvolvimento do tumor, sobrevivendo
aproximadamente 15 dias (ARAUJO; BRANDEBURGO,
1995). Células tumorais TG-180 podem ser mantidas em
laboratorio, por meio de cultivo in vivo. Para tanto, células
tumorais sdo implantadas no peritoneo de camundongos
e, apos um periodo de 10 dias, os animais sdo sacrificados
e suas células tumorais puncionadas com seringa
esterilizada. Desse material, 1 ml é implantado em
camundongos sadios para a indugdo de novos tumores.

O veneno foi coletado segundo técnica
desenvolvida por BENTON; MORSE (1963) e
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modificado por BRANDEBURGO (1992), e consiste em
estimular as abelhas com uma descarga elétrica. Assim
estimuladas, as abelhas ferroam uma pelicula de plastico
onde fica depositado o veneno, o qual, apos alguns minutos,
cristaliza, sendo entdo raspado com uma espatula e
conservado no congelador a -4 °C.

Numa primeira etapa foi estudado o efeito da pré-
aplicagdo do veneno em camundongos Swiss, machos,
adultos, de linhagem néo isogénica, com 7 a 10 semanas
de idade, com peso entre 22 a 30 gramas. Os animais
foram divididos em trés grupos de seis camundongos. O
primeiro grupo foi tratado com 3 aplica¢des subcutaneas
de 0,1mg de veneno diluido em salina na proporgdo de 1:1
(mg/ml), em intervalos de 48 horas; o segundo grupo foi
tratado com 3 aplicagdes de 0,1ml de salina também em
intervalos de 48 horas e o terceiro grupo foi o controle.
Apos 48 horas do pré-tratamento, os animais foram
inoculados com 0,5ml de células de tumor por via
intraperitoneal. No décimo dia de desenvolvimento do
tumor, foram puncionados 100l de tumor para a contagem
do numero de células na cdmara de Neubauer.

Numa segunda etapa foi estudado o efeito do
veneno, inoculado por via intraperitoneal, apds o implante
do tumor. Os camundongos foram divididos em trés grupos
de seis animais nos quais foi inoculado 0,5 ml de células
de tumor. Apds 48 horas da inoculagdo do tumor, o
primeiro grupo foi tratado com uma aplicagdo
intraperitoneal de 0,1mg de veneno diluido em salina na
proporcao de 1:1 (mg/ml), enquanto o segundo grupo foi
tratado com uma aplicacdo intraperitoneal de 0,1 ml de
salina. O terceiro grupo, o controle, ndo recebeu nenhum
tratamento.

Numa terceira etapa foi estudado o efeito do pds-
tratamento com veneno, inoculado por via subcutinea,
em animais com tumor ja implantado. Os camundongos
foram divididos e inoculados com o tumor da mesma forma
que no experimento anterior. O primeiro grupo foi tratado
com 3 aplicagdes de 0,1mg de veneno diluido em salina
na propor¢do de 1:1 (mg/ml), em intervalos de 48 horas.
O segundo foi tratado com 3 aplica¢des de 0,1 ml de salina,
também em intervalos de 48 horas. O terceiro grupo foi o
controle. No décimo dia foram puncionados 100 pl de
tumor para a contagem do niimero de células tumorais.

Na analise dos resultados obtidos na primeira
etapa, quando foi estudado o efeito da pré-aplicacdo do
veneno nos camundongos portadores de tumor, foram
obtidas médias de 16,9 x 107; 58,5 x 107 and 53,2 x 107
células/mm?® para o grupo tratado com veneno, salina e
controle, respectivamente. Assim, o numero médio de
células/mm? foi menor em camundongos pré-tratados com

veneno quando comparado com os animais tratados com
salina e o controle. Nesse caso, o pré-tratamento com
veneno por via subcutanea apresentou resultados positivos,
com redug@o no niimero de células tumorais. Isso explica
resultados anteriores (ARAUJO & BRANDEBURGO,
1995), quando foi verificado que animais tratados com
veneno, antes do implante do tumor, apresentaram um
tempo de sobrevivéncia maior. CURIC et al. (1992)
obtiveram resultados semelhantes em experimentos com
carcinoma mamario, o qual teve o crescimento inibido
quando implantado em camundongos que haviam sido
inoculados com veneno de abelhas e em metastases de
pulmio, que apresentaram desenvolvimento
significantemente menor em camundongos também pré-
tratados com veneno de abelhas. Esses resultados
poderiam ser explicados pela resposta imunoldgica contra
o tumor, induzida pelo veneno. Esse efeito imunoterapico
do veneno tem sido observado (TEXIER et al., 2000) e,
de maneira mais especifica, SCHIMID-ANTOMARCHI
etal. (1986) mostraram que o veneno modifica a estrutura
dos receptores de membrana das células do tumor,
tornando-as mais sensiveis aos fatores anti-tumorais.

Na analise dos resultados obtidos no estudo do
efeito anti-tumoral do veneno, com inoculacio
intraperitoneal do veneno apds o implante do tumor, foi
observado que o numero médio de células tumorais para
animais tratados com veneno foi de 64,7 x 107. Para os
animais tratados com salina o namero de células obtido
foi de 46,1 x 10”. No tratamento com veneno inoculado
por via subcutanea ap6s a inoculagédo do tumor, o nimero
médio de células obtido para os animais tratados com
veneno foi de 38,8 x 107; para os animais tratados com
salina o nimero médio de células foi de 22,4 x 107. O
controle, comum para os dois tratamentos, apresentou o
nimero médio de células de 73,5 x 107.

Os tratamentos com veneno inoculado apods o
implante do tumor, ndo apresentaram resultados
significativos, principalmente quando comparados aos
resultados observados no tratamento com salina. Assim,
ndo foi possivel observar uma atividade antitumoral
especifica do veneno, embora em outros trabalhos tenha
sido verificado uma atividade anti-tumoral de alguns
componentes do veneno, como a melitina (HAIT et al.,
1985) e a apamina (SPOERRI, 1983; SCHIMID-
ANTOMARCHI et al., 1986).

Considerando os resultados obtidos, o pré-
tratamento com veneno parece indicar um possivel efeito
imunoterapico contra o tumor, enquanto o pos-tratamento
com veneno ndo apresentou resultados significativos.
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ABSTRACT: The neoplasias immunotherapic treatment is based on the demonstration that tumour cells
possess membrane antigens different from those found in cells of corresponding normal tissue. On the other hand the
venom of bee Apis mellifera is considered a potent allergen. Thus, the objective of this research was analyse the
effects of bee venom inoculation before and after of implants of the tumour TG-180 in the peritoneum cavity of mice
Swiss. The animals were divided in 3 groups. The first was pre-treated with subcutaneous applications of venom
diluted in saline; the second was treated with saline and the third non treated. Forty eight hours after treatment, the tumour
was inoculated in all the animals. Later the tumour was punctured for score of neoplastic cells. In the second stage the
venom inoculation was done forty eight hours after implanting of the tumour and the analysis of the results followed the
same procedure. In the pre-inoculation with venom, a lower number of neoplastic cells was observed in the peritoneal
cavity of the animals, while the treatment after tumour implants did not showed antitumoural significant results.

UNITERMS: Apis mellifera, Venom, Immunotherapy.
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