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RESUMO

YASUI, ANNE MARIE. Avaliacdo da toxicidade e da hipersensibilidade induzida por doses
diluidas de veneno de abelha em caes. 2012. 44p. Dissertacdo (Mestrado em Veterinaria
Clinica e Cirurgia). Instituto de Veterindria, Departamento de Clinica e Cirurgia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

O veneno de abelhas (BV, do inglés beevenom), vem sendo usado com propodsitos
terapéuticos tanto em medicina humana quanto em medicina veterindria. A apipuntura ¢ uma
pratica terapéutica da acupuntura, onde o veneno de abelhas ¢ injetado empontos de
acupuntura, através do proprio ferrdo do inseto na pele ou de aplicacdo de inje¢des de veneno
diluido. Apesar dos efeitos promissores do BV, o potencial toxico do veneno de abelhas deve
ser considerado. O objetivo deste estudo foi monitorar os possiveis efeitos toxicos e a resposta
cutanea local induzida pela injecdo de doses diluidas em caes Beagles sadios. A resposta
cutinea local foi mensurada através da distensdo tecidual relativa onde a distensdo da orelha
esquerda, injetada com 0,1 ml de uma solug@o de BV diluido em salina nas doses de 0,3mg/kg
(n=4), 0,043mg/kg (n=4) de BV/animal ou de salina (grupo controle, n=4) foi comparada com
a distensdo da orelha direita injetada com salina. A distensdo tecidual relativa foi analisada
nos tempos 5, 10, 15, 30 minutos, 1, 6, 12, 24, 48 e 72 horas pds inoculacao do veneno. As
alteracdes clinicas como freqiiéncia cardiaca e respiratdria, pressdo arterial e temperatura;
assim como as reacdes comportamentais; os perfis hematolégico (hemograma) e renal (uréia,
creatinina) ¢ foram monitorados em diferentes tempos apds a inoculagdo. O pico de distensao
tecidual relativa ocorreu 6 horas apos a inoculacdo do veneno, sendo a dose de 0,3mg/kg
capaz de produzir distensdo diferente do controle-salina nos tempos 1, 6 e 12 horas apos
inoculacdo. Nao foram detectadas diferencas siginificativas entre os grupos nos demais
parametros analisados. Estes resultados indicam que o veneno de abelhas em caes produz um
pico dereacdo cutanea local 6 horas apds a inoculagdo e que as doses de 0,3mg/kg e
0,043mg/kg nao produzem alteragcdes comportamentais ou autondmicas significaticas além de

ndo produzir nefrotoxidade ou altera¢des no perfil hematoldgico de caes.

Palavras chave: veneno de abelha, apipuntura, cdes, toxidade, reagdo cutanea local
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ABSTRACT

YASUI, ANNE MARIE. 2012. Assessment of toxicity and hypersensitivity induced by
diluted doses of bee venom in dogs. 2012. 44p Dissertation (Master in Veterinary Sciences —
Institute of Veterinary, Department of Clinic and Surgery, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The bee venom (BV) has been used for therapeutic purposes in both human medicine and
veterinary medicine. The apipuncture is a therapeutic practice of acupuncture, where the bee
venom is injected into acupuncture points, by their own insect's sting into the skin or
injections of diluted venom. Despite the promising effects of BV, the toxic and allergenic
potential of bee venom should be considered. The aim of this study was to check the possible
toxic effects and local cutaneous reaction of the injection of diluted doses in healthy dogs
Beagles. The local cutaneous reaction was measured by relative tissue distension on where the
distension of the left ear (injected with 0.1 ml of a solution BV diluted with saline in the doses
of 0.3 mg / kg (n = 4), 0.043 mg / kg (n=4) BV / animal or saline (control group, n = 4) was
compared with the distension of the right ear, injected with saline. The tissue distension was
analyzed on the times of 5, 10, 15, 30 minutes, 1, 6, 12, 24, 48 and 72 hours post inoculation.
Clinical changes such as heart rate and respiratory rate, blood pressure and temperature as
well as behavioral responses, the profiles hematologic (blood) and kidney (urea, creatinine
and urinalysis) were monitored at different times after inoculation. The peak of tissue
distension occurred 6 hours after venom inoculation and the dose of 0.3 mg/kg
producedsignificant higher distension than the saline-control group one, 6 and 12 hours after
inoculation. No siginicant differences were found between groups for the other parameters.
These results indicate that the bee venom in dogs produced a peak of cutaneous distension 6
hours after inoculation and that the dosis of 0.3 mg / kg and 0.043 mg / kg did not produced
significant behavioral or autonomic changes and did not produced nephrotoxicity or

hematological changes in dogs.

Keywords:beevenom,apipuncture, dogs,toxicityandcutaneous local reaction
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1. INTRODUCAO

Além de efeitos toxicos, os componentes bioativos de muitos venenos de origem
animal apresentam alto valor farmacoldgico. O veneno de abelha (BV, do inglés beevenom)
possui aproximadamente 18 componentes ativos, entre eles enzimas, bioaminas e peptideos
com importantes efeitos biologicos. As propriedades curativas do BV tem uma tradicao muito
longa. No Egito antigo muitas doengas foram tratadas com unguento feito de veneno abelhas.
Hipocrates empregou picadas de abelhas nele proprio, além de Galen (130 d.C) e
Charlemagne terem recebido tratamento semelhante em articulagdes com artrite. Likomskiy
(1864) e Tere (1888) publicaram os primeiros estudos clinicos a respeito da influéncia de
picadura de abelha no reumatismo (BECK, 1997). Por isso, ao longo dos tempos o veneno de
abelha tem sido utilizado com propositos terapéuticos tanto em medicina como em medicina
veterindria.

A apipuntura ¢ uma pratica terapéutica em que veneno de abelha ¢ injetado em pontos
de acupuntura com o proposito de potencializar o efeito da acupuntura e do BV. A inje¢do do
veneno pode ser realizada através da aplicagao do ferrdo da propria abelha na pele ou de
solucdo diluida de veneno. De acordo a Medicina Tradicional Chinesa (MTC), a apipuntura
retine conceitos da acupuntura e dafarmacopéiachinesa que além das ervas,incluivegetais,
minerais e partes de animais no tratamento de doencas.NafarmacopéiaChinesa apesar de
muito utilizado tradicionalmente nos paises orientais em diversas patologias,a classificacdo e
as indicagbes do BV nao ¢é descrita nesta literatura  classica. No
entanto,emtratamentosalternativos e nos estudos experimentais a apipuntura tem se mostrado
muito promissora no tratamento de diversas doengas como a artrite, reumatismo, dor nas
costas, tumores malignos e doengas de pele. De maneira geral, os efeitos da apipuntura podem
estar relacionados a combinagdo de dois mecanismos terapéuticos distintos: o primeiro ¢ o
efeito sist€émico do proprio BV no organismo e o segundo ¢ o efeito local do BV na
estimulacdo de pontos de acupuntura.

A acupuntura ¢ uma das terapias da MTC que tem como técnica basica a inser¢ao de
agulhas finas de metal em pontos especificos da pele com propositos terapéuticos A injecao
de substancias nos pontos ¢ uma variagdo da acupuntura e tem o objetivo de promover uma
estimulacdo mais duradoura e intensa dos pontos potencializar os efeitos da substancia
injetada e conseqiientemente produzir melhores resultados terapéuticos. Neste sentido, de
acordo com a Medicina Chinesa, o uso de substancias nos pontos de acupuntura potencializa o
efeito do procedimento. Estudos mostraram que a inje¢do de sub-doses de farmacos em
pontos de acupuntura teve a mesma eficacia que a dose convencional na indugdo de lutedlise e
na redugdo da concentracao plasmatica de progesterona em éguas

A eficacia da apipuntura tem sido avaliada tanto em estudos experimentais como em
estudos clinicos em humanos. Os estudos experimentais apresentam evidéncias claras a
respeito do efeito antiinflamatdrio, analgésico e anti-artrite do BV. No entanto estudos
clinicos apesar de também indicarem efeitos positivos, estes efeitos precisam ser validados
por estudos com maior nimero de pacientes e desenho experimental mais adequado. Ainda
assim o potencial terapéutico do BV ¢ enorme.

Em humanos, a apiterapia ¢ uma técnica relativamente segura se praticada por
profissionais capacitados. A preocupagdo inicial ¢ com o desenvolvimento de reagdes
alérgicas ja que a dose de veneno injetada ndo ¢ considerada suficiente para induzir efeitos
toxicos. Desta forma, antes de iniciar a terapia, ¢ realizado um teste para verificar se o
paciente ¢ alérgico ao veneno. Este teste consiste na aplicacdo de uma pequena quantidade do
veneno na pele do paciente e a verificagdo da reagdo local e dos niveis para IgE especifica de
veneno de abelha. Somente pacientes com reagdo cutanea normal e niveis de IgE baixos
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podem receber o tratamento. Além disso, a Associagdo Americana de Apiterapia aconselha
que em toda sessdo de apiterapia esteja disponivel epinefrina, corticosterdides e anti-
histaminicos para situagdes de reagdo anafilatica.

Em cées submetidos aapipuntura, a preocupagdo quanto ao desenvolvimento de alergia
¢ o mesma que em humanos. Além do teste cutdneo antes do inicio da apiterapia, ha também a
precaucao de ter sempre disponiveis medicamentos para possiveis reagdes anafilaticas. No
entanto, apesar de ser utilizada em diversos paises, até este momento ndo foram encontrados
artigos cientificos de circulagdo ocidental sobre potencial toxico ou da eficicia da apipuntura
em caes. Desta forma, o presente estudo se propde a monitorar os possiveis efeitos toxicos e a
reacdo cutanea local a diferentes diluicdes do veneno de abelha em caes para que no futuro
possamos testar de uma forma segura a eficécia clinica da apipuntura.



1.1. JUSTIFICATIVA

O potencial terapéutico da apipuntura (injecao de veneno de abelha em pontos de acupuntura)
¢ muito promissor tanto para humanos como para animais. No entanto antes de ser avaliada a
eficacia clinica desta terapia, deve se avaliar seus riscos, uma vez que o veneno de abelha
pode causar anafilaxia e intoxicacdo em casos de envenenamento severo. Desta forma
propomos o estudo dos possiveis efeitos toxicos e reacdo cutadnea local da injecdo de veneno
de abelha em diferentes diluigdes, comumente utilizadas na pratica de apipuntura (variando
entre 100 a 1500 vezes menor que a dose letal) para que no futuro possamos propor um
protocolo seguro do uso da apiterapia em caes.



1.2. OBJETIVOS

Geral

Avaliar os possiveis efeitos toxicos e areacao cutanea local da injecdo de veneno de
abelha em diferentes dilui¢des em caes visando um protocolo seguro para a apipuntura.

Especifico

Avaliar os efeitos toxicos da aplicagdo unica intradérmicade diferentes dilui¢des de
veneno de abelha em caes sadios através da andlise das respostas clinicas, hematoldgicas e
bioquimicas.

Avaliar a reagdo cutanea local induzida pela aplicacdo unicaintradérmica de diferentes
dilui¢des de veneno de abelhas através da andlise da disten¢do tecidual provocada pela injecao
do veneno.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. O veneno de Abelhas

A abelha melifera, espécie Apismellifera, pertence a ordem Hymenoptera, classe Insecta.
As abelhas sdo animais sociais, de habitos herbivoros, alimentam-se de néctar e polem e
possuem a capacidade de inocular seu veneno utilizando o aparelho ovipositor modificado no
final de seu abdomen.No momento da inoculagcdo do veneno, a abelha melifera introduz o seu
ferrdo juntamente com o saco de veneno na pele da vitima. O conjunto ferrdo mais saco de

veneno ¢ desconectado de seu abdomene a abelha morre logo apdés a picada
(FITZGERALDeFLOOD, 2006).

Figura
1:Fotografia da
Abelha
(Apismellifera).

Fonte:http://upload.wikimedia.org/wikipedia/
commons/f/f5/Apis mellifera carnica worker hive entrance 2.ipg

2.1.1. Efeitos terapéuticos e mecanismos de a¢ao do veneno de abelha e de seus componentes

O BV contem pelo menos 18 componentes ativos, incluindo enzimas, peptideos e
aminas biogénicas que possuem uma vasta variedade de propriedades farmacéuticas(VICK
eSHIPMAN, 1972). Estudos da década de 70, mostraram que o BV pode estimular o sistema
imune e aumentar a producdo de cortisol (VICK e SHIPMAN, 1972). Neste caso, as
propriedades anti-artrites e anti-reumatismo do BV seriam decorrentes da estimulacao da
liberagdo de cortisol pelas adrenais o que levaria a um efeito anti-inflamatorio. Estudos mais
recentes demonstraram diversos efeitos anti-artrites e anti-inflamatério do BV e/ou de seus
componentes. A diminui¢ao da expressao da ciclo-oxigenase (COX)-2 e da fosfolipase-A2 ¢ a
diminui¢do dos niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL)-1, IL-6,
oxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio tem sido associadas aos efeitos anti-artrite
da melitina (um dos componentes mais importantes do BV) (MURAKAMIet al., 1997;
PELLETIER et al, 1998; AMIN at al, 1999; CERNANEC et al,
2002).Adolapinatambémapresentouatividadeanti-inflamatorianosmodelos de edema de
patainduzidopelacarragenina, prostaglandina e adjuvante de Freund e no modelo da
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poliartriteinduzidaporadjunvante de Freund(PELLETIER et al., 1998).0s efeitos da adolapina
sdo provavelmente devidos a sua habilidade de inibir a sintese de prostaglandinas através do
bloqueio da COX (SHKENDEROVeKOBUROVA, 1982; KOBUROVA et al., 1985).
Apamina, um bloqueador do canal de K™ ativado pela conduténcia de Ca", significativamente
inibea contracdo traqueal induzida pela ovalumina e a liberacdo de histamina pelo tecido
pulmonar, sugerindo que este componente reduz a inflamacao alérgica das vias aéreas através
do efeito de estabilizacdo dos mastocitos(ICHINOSEet al., 1995). Mais recentemente foi
demonstrado que a melitina inibe a atividade do NF-kB, um fator de transcri¢do critico que
regula a expressdo de genes inflamatorios, pela inibicdo da fosforilagao de IkB(PARK et al.,
2004; PARK et al., 2007).

Em concordancia com o uso clinico do BV para alivio da dor aguda e cronica, alguns
estudos demonstraram efeito anti-nociceptivo do BV em modelos de dor induzida por
estimulo térmico, na dor visceral e inflamatoéria. O mecanismo de a¢do inicialmente sugerido
a “facilitacdo” da transmissdo nervosa e a “cura” de varias desordens neuroldgicas pela a¢ao
de varias bioaminas constituintes do BV, como apamina, histamina, procaina, serotonina e
noradrenalina. O que daria ao BV a habilidade percorrer axonios da medula espinhal e chegar
até as areas lesadas e assim ajudar na recuperagdo de lesdo de nervos e conseqiientemente
restaurar o movimento (BANKS et al, 1979; SHUBAeVLADIMIROVA, 1980).
Evidentemente esta hipotese precisa sermelhor investigada.

Virias evidéncias apontam que BV também apresenta atividade anti-cancer. Venenos
provenientes de varios animais peconhentos tém apresentado a propriedade de matar células
tumorais (para revisdo ver SON et al., 2007). O principal mecanismo envolvido na atividade
anti-cancer do BV ¢ a atividade citotoxica da melitina pela ativagao da PLA,. O que levaria a
inducdo daapoptose nas células tumorais através da ativagdo de caspases e
metaloproteases(HOLLE et al., 2003; MOON et al., 2006). Neste caso a melitina pode agir
em diversos tipos de células tumorais como no cancer de rim, pulmao, figado, prostata,
bexiga, mama, como também na leucemia. A ligacdo da melitina a receptores hormonais
assim como a terapia génica carreando a melitina pode ser Util como um novo tratamento para
alguns tipos de cancer, como o de prostata e o de mama (LI et al., 2006; RUSSELL et al.,
2004; HU et al., 2006b, a).A indtstria farmacéutica t€ém extensivamente investido na pesquisa
de potenciais venenos como a nova geracao de drogas anti-cancer.



Tabelal. Componentes do BV e suas maiores caracteristicas.

Componentes % BV Caracteristicas conhecidas

Peptideos

Melitina 40-50 26 aminoacidos, aumenta a atividade da PLA,,efeitos citotoxicos
sobre células cancerigenas,efeitosantiinflamatdrios e antiartrite.

Apamina 2-3 10 aminoécidos, inibicdo do Ca'" e ativagdo do canal de K, efeitos
citotoxicos sobre cancer, efeitos nociceptivos, propriedades
antiinflamatorias.

Peptideos MCD 2-3 22 aminoacidos, propriedades antiinflamatérias e analgésicas,

liberagdo de histamina (em baixas doses) e inibi¢do da liberagdo de
histamina (altas doses), efeito antialérgico.

Adolapina 1 Inibicdo da da PLA, e da atividade da COX, atividade
antiinflamatoria e efeito analgésico

Inibidor de Proteases <0,8

Minimina 2-3

Procamina A, B 1,4

Secarpina 0,5

Tertiapina 0,1

Melitina F 0,01

Cardiopep <0,7

Enzimas

PLA, 10-12 Efeitos citotoxicos sobre células cancerigenas, efeitos inflamatorios,
e antitumor.

Hialuronidase 1,5-2 Ataque tecidual seletivo ao polimero acido hialurdnico, aumento da
permeabilidade capilar, reposta imunoldgica e difusdo tedidual,
efeito antigénico.

Glucosidase 06

Acido Fosfomonoesterase

Aminas

Histaminas 1,5

Dopamina 0,13-1

Norepinefrina 0,1-0,7

Outros

Carbohidratos 1,5

Acido y aminobutirico 0,13-1

Norepinefrina 0,1-0,7

Traduzido de Son e colaboradores, 2007.

2.2. A Apipuntura

Apiterapia ou terapia com veneno de abelha ¢ a aplicagdo terapéutica do veneno de
abelha para o tratamento de diversas doengas. A apiterapia tem sido usada como medicina
tradicional para o tratamento de diversas condi¢des, como artrites, reumatismo, dor nas
costas, tumores malignos, ¢ doencas de pele(HIDER, 1988).

A acupuntura ¢ a terapiada Medicina Tradicional Chinesa maisutilizada no mundo. O
termo original chinés Zhenjiu -a agulha e moxa- nos dé referéncia que diferentes técnicas de
estimulacdo podem ser utilizadas(DRAEHMPAEHL, 1994). A manipulacdo mecanica ou
elétrica ou oestimulo térmico com ervas,potencializam o efeito da introdu¢ao de agulhas nos
pontos de acupuntura e sdo bastante difundidos mesmo no mundo Ocidental. Inimeras
pesquisas relatam o valor terapéutico de cada uma destas técnicas de estimulagao.

A injecdo de famacos em pontos de acupuntura ¢ uma técnica bastante simples e muito
utilizada em medicina veterinaria. A praticidade estd principalmente no pequeno tempo de
contencao requisitado do animal. Sdo administrados volumes pequenos de medicamentos, em
pequenos animais em torno de 0,1 a 0,2ml em pontos regulares de acupuntura, pontos
dolorosos ao toque e pontos gatilho, utilizando seringas e agulhas comuns na pratica
clinica(SHOEN, 2006).



Mais recentemente, com os avancos da biologia molecular, a apipuntura,antes
confinada a terapia tradicionaltem alcangado o meio cientifico devido ao conhecimento da
composicdo e do potencial farmacoloégico do BV.Semelhante as outras técnicas de
estimulacdo, o objetivo da apipunturaé¢ aumentar eficiéncia dos pontos de acupuntura e do
proprio medicamento( KIM e KANG 2010).Desta forma pode se manter o estimulo porum
tempo prolongado,eminimizar os efeitos toxicos do BV ja que na apipuntura sdo geralmente
administradas doses baixas de veneno. Nenhum dos artigos sobre apipunturaque encontramos
demonstrouefeitos toxicos do tratamento. Em revisdo sistematica a respeito das técnicas de
farmacopuntura, reunindo artigos publicados desde Fevereiro de 1997 a Dezembro de 2009,
Kim e Kang em 2010, avaliam o material medicinal, pontos de acupuntura utilizados e a
doenga tratada.Aoavaliar o material medicinal mais utilizado na farmacopuntura, o veneno de
abelha ¢ o mais frequente nos estudos incluidos (42%).A maior parte dos efeitos indesejaveis
encontrado com a farmacopuntura estarelacionado ao processamento inadequado do produto
injetado nos casos de solugdes fitoterapicas como refino e esterilizagdoinapropriados para
usoinjetavel (KOO et al., 2010).

2.2.1. Estudos experimentais sobre os efeitos da aplicacéo de BV em pontos de acupuntura

A apipuntura,aplicacdo do BV em pontos de acupuntura, parece aumentar aeficacia do
BV. O uso vem aumentando principalmente em paises orientais, e muitos estudos tem
demonstrado seu efeito anti-inflamatoério (para revisao: SON et al., 2007). A principal
hipotese € que a apipuntura intensifica os efeitos do proprio BV o que auxilia ainda mais na
melhora clinica. A especificidade do efeito do sitio de aplicagdo foi verificada através de
estudos comparativos onde a estimulagdo com BV de pontos de acupuntura foi comparada
com a estimulagdo de nao-pontos em modelos animais de atrite (KWON et al., 2001d;
KWON et al., 2002; KIM et al., 2003).

A injecdo direta de BV no acuponto 36E no modelo animal de artrite cronica produz
um potente efeito anti-nociceptivo quando comparada a estimulagdo de ndo-pontos. Alguns
estudos tém demonstrado que a estimulagao de pontos de acupuntura de regides inespecificas
produz efeitos antinociceptivos. Apipuntura no ponto VC12 reduziu a dor visceral no modelo
das contorgdes pelo acido acético (KWON et al., 2001a; KWON et al., 2005). A apipuntura
também apresentou efeitos antinociceptivos nos modelos de hiperalgesia mecanica e térmica
(KWON et al., 2001d; LEE et al., 2001); da formalina (KIM et al., 2003; BAEK et al., 2006;
ROH et al., 2006), da artrite induzida pelo colageno (BAEK et al., 2006) assim como na dor
relacionada a osteoartrite de joelho (KWON et al., 2001b).

Multiplos mecanismos tém sido implicados nos efeitos da apipuntura como a ativagao
de receptores opidides e a2-adrenérgicos e a ativacdo das vias descendentes serotonérgicas
(KWON et al., 2001d; KWON et al., 2005; BAEK et al., 2006).

2.2.2. Estudos clinicos sobre eficacia da apipuntura

A eficécia da apiterapia foi avaliada por diversos estudos clinicos, no entanto revisdes
recentes apontam que apesar de existirem evidéncias sobre o efeito positivo do BV no
tratamento de doengas, muito ainda precisa ser feito nesta area. Lee e colaboradores efetuaram
uma revisdo sistematica devdrios artigos sobre o efeito apipuntura no tratamento da dor
musculoesquelética e concluiram que existem evidéncias da efetividade da apipuntura no
tratamento da dor musculoesquelética. No entanto, o nimero total de artigos cientificos
incluidos na sua analise foi muito pequena para ter conclusdes definitivas e que os estudos
analisados apresentavam baixo nimero de pacientes e ndo possuiam controles apropriados
(LEE et al., 2008). Jae-Dong Lee e colaboradores, num estudo em que revisou os estudos
disponiveis sobre o efeito da apipuntura no tratamento da artrite, conclui que a apipuntura ¢
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uma area de pesquisa promissora, no entanto existem evidéncias limitadas a respeito da
eficacia do apipuntura na artrite. Estes autores recomendam estudos clinicos com maior
nimero de pacientes ¢ com desenho experimental adequado para que este efeito seja
comprovado. Além disso, eles também recomendam que nos proximos estudos sejam
analisadas doses e concentragdes 6timas de BV (LEE et al., 2005).

Em caes, apesar da apipuntura ser utilizada em vérios paises, em terapias tradicionais,
ndo foi encontrado nenhum estudo cientifico de circulagdo ocidental sobre o efeito terapéutico
do BV.

2.3. Efeitos toxicos do Veneno de Abelhas

2.3.1. Efeitos terapéuticos x efeitos toxicos do Veneno de Abelhas

Apesar do grande entusiasmo a respeito do potencial terapéutico do BV, ndo devemos
esquecer que acidentes com ataques de abelhas podem ser fatais. Estes acidentes podem
ocorrer de duas maneiras distintas: reagdes anafilaticas algumas vezes fatais devido a picada
de apenas uma ou algumas abelhas; e ataques violentos de centenas a milhares de abelhas que
causam dano sistémico severo e alta mortalidade(SCHUMACHER e EGEN, 1995; VETTER
et al., 1999).

As reacdes anafilaticas nao sao dose dependente, podem ser induzidas com pequena
quantidade de veneno e ocorrem apenas em individuos alérgicos. A exata incidéncia de
reacOes anafilaticas em animais de companhia ¢ desconhecida, em seres humanos estima se
em torno de 1 a 3%. Os sinais de anafilaxia aparecem geralmente apos 15 minutos apds a
picada. Em caes se a reacao alérgica sist€émica nao ocorrer em até 30 minutos dificilmente
ocorrera (FITZGERALDeFLOOD, 2006).

Anafilaxia ¢ mediada por IgE.Em individuos que tenham sido previamente
sensibilizados por veneno de abelhas, IgE sensibiliza mastdcitos e basoéfilos pela ligagdo ao
receptor de alta afinidade ao IgE (FceRI) expresso em sua superficie. Apos a ligagdo do
complexo IgE-FceRI pelo alergénico, mastocitos e basofilos sofrem desgranulacdo e liberam
aminas vasoativas (principalmente histamina), mediadores lipidicos (prostaglandinas e
cistenilleucotrienos), citocinas e quimocinas, que vao caracterizar a fase imediata da reagao
alérgica (LARCHE et al., 2006). Reagdes anafilaticas ndo sdo dependentes do numero de
picadas, e animais alérgicos ao veneno de abelhas e vespas desenvolvem reag¢do de ardéncia
no local da inoculagdo mesmo com apenas uma picada. Quanto menor o intervalo entre a
picada e o inicio dos sinais, mais severa sera a rea¢ao anafilatica.Uma fulminante cascata de
reagoes podem facilmente seguir um pequeno sinal clinico inicial, a morte pode ocorrer em
poucos minutos(FITZGERALDe FLOOD, 2006).

Em caso de acidentes com multiplas picadas, podemos considerar que a dose letal na
maioria dos mamiferos ¢ de aproximadamente 20 picadas por quilo de peso. Estima-se que a
abelha melifera européia injete 147ug de veneno por picada (FITZGERALDe FLOOD, 2006),
o que resultaria numa dose de aproximadamente 3mg/kg.No entanto, existem relatos que
acidentes com 500 picadas ou mais podem ser fatais para humanos (SCHUMACHERe
EGEN, 1995; VETTERe VISSCHER, 1998; VETTER et al., 1999); considerando um adulto
médio de 70 kg, a dose letal estaria, neste caso, em torno de 1,07mg/kg. Grissoto e
colaboradores observaram que uma uUnica dose de 0,5mg/kg em ratos ¢ capaz de induzir
insuficiéncia renal aguda mediada principalmente por vasoconstricdo, nefrotoxidade direta e
rabdomiolise(GRISOTTO et al., 2006). Em animais de laboratdrio, a maioria dos estudos
sobre a apipuntura utilizam doses que variam em torno de 0,25 a 0,08mg/kg; sendo em muitos
casos utilizadas doses repetidas. Nestes estudos experimentais ndo foi avaliado o potencial



toxico destas aplicagdes, no entanto ndo ha relatos nestes artigos de efeitos colaterais da
apipuntura(KWON et al., 2001b; KWON et al., 2001c; LEE et al., 2001; KWON et al., 2003).

Numa sessdo de apiterapia em humanos e em animais, o veneno de abelhas pode ser
aplicado utilizando a propria abelha ou uma solu¢do de veneno de abelha diluida em salina.
Na pratica da apiterapia em humanos, sdo aplicadas picadas em numero crescente. Na
Conferéncia Mexicana de Apiterapiade1996, o Dr Fernando Loépez Hernandez, utiliza
terapiaousada e agressiva para condicdes tais como herpes, colite, artrite,enxaqueca, vertigem,
enfisema, cicatrizes queloidais, nervosismo e ansiedade, insonia, varizes, asma, problemas de
sinusite ¢ mal de Parkinson. Nestes tratamentospodem chegar a até 150 picadas numa unica
sessdo'. Esta quantidade de veneno, principalmente se usado repetidamente (22,5mg de BV),
provavelmente pode produzir efeitos toxicos. J& a maioria dos estudos clinicos sobre a
eficacia da apipuntura utiliza veneno diluido em salina, normalmente na concentracdo de
0,03%, sendo aplicados 0,Iml por ponto, no total de no maximo Iml por sessdo, ou seja no
maximo 0,3mg por pessoa. Se considerarmos um adulto de 70kg, a dose neste caso, seria de
4,3ng/kg por sessdo, o que estaria entre 236 a 678 vezes menor que a dose letalmente toxica
(obviamente em individuos ndo alérgicos). Apesar de improvavel, como ndo foram
encontrados relatos na literatura cientifica que sobre a toxidade destas diluicdes de BV em
humanos, ndo podemos descartar completamente que o veneno nestas diluigdes possa causar
efeitos toxicos.

Em cdes, a diluicdo geralmente utilizada ¢ de 0,002% de BV em salina, sendo
aplicados até 1ml por se¢do, ou seja 0,02mg/animal (comunicagdo pessoal de Sagiv Ben-
Yakir, veterinario acupunturista). Considerando um animal de 10 kilos, a dose seria neste caso
de 2pg/kg. No entanto, em caes devido a variagdo de peso entre as ragas (de 800g a até 70kg),
a dose (mg/kg) pode variar extremamente. No caso de animais pequenos, numa situagao
extrema, se injetarmos 1ml de uma solugdo 0,03% de BV, a mesma utilizada em humanos (ou
seja 0,3mg) num animal de 1 kg por exemplo, estariamos utilizando uma dose de 0,3mg/kg.
Esta dose poderia ser toxica uma vez que a dose de 0,5mg/kg ja provoca insuficiéncia renal
aguda em ratos.Além disso, na auséncia de estudos prévios, ndo podemos afirmar que a
utilizagdo de doses mais diluidas de BV como a de 0,02mg/animal ndo produza efeitos
toxicos em caes.

2.3.2. Sinais clinicos e manifestacdes de acidentes com abelhas

Existem cinco tipos de reagdes a picadas: normal, local, rara, toxica e anafilatica. A
reacdo normal geralmente ocorre um eritrema leve, edema e dor; ¢ transitoria (terminam
espontaneamente em 24h) e ¢ tratada com uma compressa gelada e substancias analgésicas. A
reacdo local extensa (3 a 4cm) tem de 7 a 17% de incidéncia na populagdo geral, tem eritema
e edema extenso e pode durar de 1 a 10 dias (GUPTAe GRAMMER, 2004). Esta rea¢ao
também ¢é chamada de celulite embora as infec¢des raramente acompanhem as picadas de
insetos. Reacdo menos comum ¢ o edema de orofaringe, que pode resultar em
comprometimento das vias aéreas. Fatalidades podem ocorrer por oclusdo das vias aéreas
devido a picadas na regido da cavidade oral. O tratamento para rea¢do local extensa ¢
realizado através de analgésicos, gelo e raramente predinosolona. Individuos que
desenvolvem reacdes locais extensas tendem a ter uma reacdo similar a uma picada
subseqiiente. O risco de anafilaxia nestes individuos ¢ de 3 a 10% (REISMAN, 2002).
Infelizmente, testes de pele e RAST ndo podem distinguir individuos que terdo reagdes
anafilaticas e daqueles que terdo reagdes locais extensas no futuro. A reagdo rara inclui

'Michael McCulloch, L. Ac, emwww.esclerosemultiplaabelhas.blogspot.com.br
Acessadoem 17/09/2012; 8h35min.
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alteragdes séricas, que incluem urticaria, artralgias, malésia e febre de 7 dias apos a picada de
inseto. Duas semanas apos a picada ainda podem ocorrer reagdes neurologicas, nefrite,
vasculite e sintomas semelhantes a encefalite. As reagdes toxicas ocorrem em caso de
multiplas picadas e resultam em hipotensao, colapso cardiovascular e possivelmente morte. O
quinto tipo de reagdo ¢ a anafilaxia (GUPTAe GREENBERGER, 2004).

A reacdo anafilatica por picada de inseto ndo ¢ diferente das outras reagdes
anafilaticas. O inicio dos sinais fatais podem ocorrer rapidamente (freqiientemente em 10
minutos). Ainda ¢ desconhecido porque as reacdes de anafilaxia podem variar em severidade
(LUDOLPH-HAUSER et al., 2001). A reagdo anafilatica moderada inclui urticaria, prurido e
angioedema; em outros casos ocorre vOmito e diarréia.Sinais mais sérios de anafilaxia
comprometem os sistemas respiratorio e cardio-vasculares.Respiracdo ruidosa, dispnéia,
tosse, e broncoconstrigdo podem ocorrer causando a hipdxia e respiracdo dificil. Edema local
das vias aéreas provoca congestdo de laringe, epiglote e tecidos adjacentes.Os sinais de
anafilaxia em caes incluem miccdo, emese, defecacdo, fraqueza muscular, depressdao
respiratdria e finalmente o choque.Os sinais ocorrem geralmente apds 15 minutos, geralmente
se ndo ocorrer em 30 minutos dificilmente ocorrera.A morte ocorre geralmente 60 minutos
apos a picada inicial. Os sinais de anafilaxia sdo atribuidos a antigenos induzidos por
liberacdo de IgE e formag¢do de mediadores quimicos com alvo na musculatura lisa e vasos
sanguineos. Em pacientes com sinais clinicos instaveis apos a apipuntura deve se sempre
considerar a possibilidade de anafilaxia seguida de disturbios da coagulagdao (JUNKET al.,
2012).

Os efeitos toxicos diretos do veneno sdo independentes de mecanismos imunologicos,
mas sdo dependentes do volume de veneno. Animais que sofreram envenenamento massivo
por multiplas picadas apresentam febre e estardo visivelmente deprimidos.Paralisia facial,
ataxia, choque, e sinais neurologicos podem ser observados. Urina marrom escura ou
avermelhada, sangue nas fezes, vOmito marrom escuro ou com sangue também podem ser
vistos. Infarto do miocardio também ¢ relatado em picada de insetos. Um hemograma
completo apresentaria leucocitose, trombocitopenia, particularmente quando em coagulacao
intravascular disseminada iminente. Cilindros granulosos s3o encontrados em urinalise,
refletindo lesdo tubular renal, devido a natureza nefrotoxica do veneno de abelha.
Insuficiéncia renal aguda pode ser causada por necrose tubular aguda (resultado de hemolise)
ou efeitos toxicos diretosdo veneno que causa rabdomiodlise, hemolise, e insuficiéncia renal
aguda com toxicidade tubular direta (COWELLe COWELL, 1995). Caes que sofreram
multiplas picadas podem desenvolver de forma secundéria anemia hemolitica imunomediada.

Reagdes tardias sdo incomuns, mas incluem alteragdes séricas, vasculite, glomérulo
nefrite, neuropatia, coagulacdo intravascular disseminada e artrite(RICHESet al., 2002).

2.3.3. Tratamento do envenenamento

Na ocorréncia de uma unica picada, geralmente a aplicag¢do local de gelo, compressas
geladas e antihistaminicos s3o suficientes para aliviar o edema e o desconforto. A maiorparte
das reagdes locais se resolvem completamente sem tratamento em poucas horas. Mais severas,
as reagdes regionais e as que envolvem multiplas picadas devem ser inicialmente tratadas
como as reacdes locais moderadas. Entretanto o animal deve ser hospitalizado e monitorado
de perto quanto ao inicio de sintomas da sindrome de envenenamento. Recomenda-se a
administracdo de corticosteroides (succinato de predinisolona sddica 10mg/kg IV, seguido de
predinisolona oral na dose de 1mg/kgBID por 3 a 5 dias) e a reposi¢do de fluidos e eletrolitos
para a correcdo da hipotensdo e prevencdo da estase vascular. Reagdes toxicas
porenvenenamento massivo, requerem agressiva e precoce estabilizacdo e terapia com fluidos,
corticoides e atualmente requerem monitoramento dos pardmetros hematologico, cardiaco,
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respiratorio e renalpor varios dias. Septicemia ¢ uma reagdo possivel, justificando a
administragdo de antibidticos de amplo espectro(COWEL &COWEL,1995).

No caso das reagdes anafilaticas, como as mortes ocorrem até uma hora apos a(s)
picada(s) ¢ fundamental que o monitoramento e o tratamento sejam precoces € intensivos.
Imediatamente deve ser utilizada solucdo de epinefrinal:1000 (0,1 a 0,5ml) por via
subcutanea(COWEL &COWEL,1995), podendo ser repetida a cada 10 a 20 minutos. Se for
necessaria a administragdo de epinefrina intravenosa, esta deve ser diluida 1:10000 e
administrada 0,5 a 1,0 ml, cautelosa e lentamente a0 mesmo tempo em que o animal ¢
monitorado quanto a ocorréncia de arritmia cardiaca. O monitoramento deve estar atento ao
batimento cardiaco, ritmo cardiaco, e pressdo sanguinea. A epinefrina controla a
vasodilatagdo e o edema subseqiiente impedindo a propagacdo da anafilaxia. Fluidos
intravenosos sdo essenciais para prevencdo do colapso circulatdrio e solucdes de cristaldides
podem ser administrada rapidamente (90ml/kg-cao). Anti-histaminicos e corticosteroides
também sdo necessarios, visando o bloqueio de receptoresantihistaminicos e estabilizagdom
de células mastocitarias, respectivamente. Monitoramento das vias aéreas, com intubagao
orotraqueal e oxigénio suplementar devem ser avaliados quanto a necessidade

O prognoéstico da maioria das vitimas de picadas de insetos ¢ excelente. Muitos
episddios sdo autolimitantes e a anafilaxia ¢ determinada na primeira hora. Se os sinais nao
ocorrerem em 30 minutos dificilmente ocorrera(FITZGERALDe FLOOD, 2006).

2.3.4. Protocolo de tratamento da anafilaxia e reacgdes sistémicas:

O paciente ¢ posicionado em decubito lateral, com a cabeca levemente estendida,
seguida de aplicagdo de epinefrinal:1000 de 0,1 a 0,5 ml (0,01mg/kg) por via subcutanea,
podendo ser repetida ap6s10 a 20 minutos. A administragdo de epinefrina endovenosa deve
ser diluida 1:10000 e administrada 0,5 a 1,0 ml, lentamente monitorando possivel progresso
ou arritmia cardiacas (FITZGERALD E FLOOD, 2006). Em casos de obstrucao das vias
adreas, insuficiéncia respiratoria, ou inconsciéncia, deve ser realizada a intubagdo
endotraqueal, e administragdo de oxigénio suplementar, acompanhado de administracao de
antihistaminico — Difenildramina (Benadryl— 0,5 a 2,2 mg/kg-IM,EV lento), paraneutralizar
receptores histaminicos. A infusdo de cristaldides isotonicos (solucdo de Ringer Lactato,
Solugdo salina a 0,9%-EV) auxilia na prevencdo do colapso circulatério e manutencdo da
diurese.

A administracdo de dopamina como vasopressor (5 a 20mcg/kg/min, em infusdo
continua) em casos refratarios deve ser considerada. O tratamento do broncoespasmo deve
feito por administragdo de agonista B2 ( Terbutalina- 0,0lmg/kg Sc ). Glicocorticoides
(fosfato sddico de dexametasona,2 a 8mg/kg- EV lento, ou succinato sédico de predinisolona,
11 a 30mg/kg-EV), pode administrado e mantido a cada 12horas via oral em animais com
sinais leves de anafilaxia, para estabilizar células mastocitaria e baséfilos. Uso de antibidticos
de largo espectro seria avaliada em casos graves ou evidéncia de infecg¢do (Ceftriaxona-
30mg/kg EV). O animalnecessitaria de monitoramento intensivo, quanto aos parametros
fisiologicos até a estabilizacdo do quadro.

Um cateter uretral seria colocado para monitoramento do volume urinario. Teste
bioquimico seco rapido de urindlise com fita reagente (Comburtest-Roche) seria realizados
para deteccdo de possivel mioglobinuria e rabdomiolise. A alcalinizagdo da urina seria
necessaria nesses casos (de sodio 1 a 2 mEq/kgEV a cada 3 ou 4 horas, no fluido de
reposi¢do). Em caso rabdomiolise Bicarbonato ou oligurica grave, Manitol EV( 0,1 a 0,5g/kg)
e diuréticos de al¢a (furosemida 2 a 5 mg/kg EV a cada 1 h), ou doses baixas de Dopamina (1
a 3 mcg/kg/min) (Gfeller e Messonier) deveriam ser consideradas.
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2.3.5.Prevencdo e Controle das possiveis reacdes alérgicas durante a apiterapia

Antes do inicio do tratamento com veneno de abelhas, ¢ fundamental que seja
investigado se o paciente ¢ alérgico ao veneno. Para isso, além de uma anamnese sobre o
historico de alergia a picada de insetos deve-se fazer um teste cutdneo onde uma pequena
quantidade de veneno ¢ injetado no paciente e ¢ verificado se a reagdo local é exagerada.Em
alguns paises europeus, ¢ exigido a mensuracdo dos niveis de IgE especifica de veneno de
abelha.

Estas medidas de prevencdo auxiliam enormemente no diagndstico de pacientes que
ndo podem receber a apiterapia. No entanto é aconselhavel que em cada sessdo de apiterapia
estejam disponiveis medicamentos para o tratamento de uma possivel reacdo anafildtica
(adrenalina, corticoides, anti-histaminicos). Esta medida preventiva ¢ importante ja que a
reacdo anafildtica apesar de rara pode ocorrer em pacientes que ndo apresentam os niveis de
IgE aumentados ou teste cutaneo positivo para BV(GOLDEN et al, 2001).Importante ressaltar
que a deteccdo de IgE especifica aumentada somente indica que houve sensibilizacdo pelo
alergeno, porém para sua correta interpretacao ¢ necessario considerar os resultados dos testes
em conjunto com a histdria clinica( DAHER, 2009).

2.4. Avaliacdo da Resposta cutanea local a substancias irritantes

Um dos objetivos da apiterapia ¢ que a injecdo do BV provoque irritagdo local e
consequentemente intensifique e prolongue a estimulacdo de pontos de acupuntura. Desta
forma, ¢ necessario avaliar se doses diluidas de BV podem produzir uma irritagdo cutanea
significativa. Um dos métodos quantitativos ndo invasivos para medir a resposta cutidnea ¢ a
avaliacdo da distensdo tecidual associada ao processo inflamatorio incitado por substincia
irritante injetada no pavilhdo auricular de caes. A aplicagdo provoca um edema que ¢
resultante do aumento local da permeabilidade dos vasos da microcirculacdo e o acimulo de
células inflamatdrias como conseqiiéncia do fendmeno de quimiotaxia. Como a inje¢do ¢ no
pavilhdo auricular, este teste cutdneo permite uma analise quantitativa através da mensuracao
do grau de distensdo tecidual, e qualitativa pelo surgimento temporal do “tumor”. Se a
aplicacdo fosse realizada em outra regido do corpo a analise quantitativa ndo seria possivel.
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3. MATERIAIS E METODOS
Animais

Foramutilizados 12 caes, da raca Beagle, de ambos os sexos, de idade entre 1 a § anos
de idade, pesando entre 10 e 15kg, em boas condi¢des de saude, vermifugados e vacinados,
provenientes do criadouro do departamento de Parasitologia do Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, e a realizacdo dos procedimentos
experimentais realizados nas dependéncias do Laboratorio de Quimioterapia Experimental e
Parasitologia Veterinaria do mesmo departamento.

Todos os animais foramsubmetidos a uma avaliagdo clinica, dermatologica e
laboratorial preliminar. Foram descartados animais com histérico de alergias, ou utilizados em
experimentos anteriores ou paralelos que pudessem interferir nos resultados

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica na Pesquisa da UFRRJ
sob o numero de processo 23083.010063/2009-43 e estd de acordo com as normais
internacionais de Utilizacdo de animais em pesquisa.

Desenho Experimental

Foram constituidos trés grupos de animais: grupo controle que recebeu salina e outros
dois grupos que receberam diferentes doses de BV (Apismellifera, Sigma®, USA) (ver a
seguir). O veneno diluido foi aplicado em dose Unica no pavilhdo auricular de caes e
posteriormente verificado em diferentes tempos as reagdes locais de Hipersensibilidade
imediata e tardia, as respostas autondmicas e as alteragdes hematologicas e bioquimicas.

Grupos

Grupo Controle: injecdo de 0,1 ml de salina (0,9% de NaCl) no pavilhdo auricular esquerdo
e no pavilhdo auricular direito.

Grupo 0,043mg de BV/animal: inje¢do 0,1 ml de uma solugdo de 0,43mg/ml de BV diluida
em salina no pavilhdo auricular esquerdo e de 0,1ml de salina no pavilhdo auricular direito.

OBS.: Esta dose representa a quantidade de veneno utilizada em humanos corrigida pelo peso
do animal. Assim, se 0,3mg de BV ¢ utilizado em humanos e se considerarmos um adulto de
70Kg, um cdo de 10 Kg deveria receber 0,043mg. Neste caso esta dose de 4,3ug/kg seria
678menor que a dose de 3mg/Kg letalmente téxica para mamiferos (0,1 ml de uma solugdo de
0,43mg/ml de BV diluida em salina, ou seja 43pug o que equivale 1/3 da quantidade de veneno
de uma picadas de abelha).

Dose de 0,3mg de BV/animal: inje¢dao 0,1 ml de uma solucdo de 3mg/ml de BV diluida em
salina no pavilhao auricular esquerdo e de 0,1ml de salina no pavilhdo auricular direito.

OBS.: Esta dose éa mesma dose de BV utilizada na apiterapia em humanos sem correcao de

peso do animal. Considerando que um cdo da raca Beagle tem aproximadamente 10kg, esta
dose seria de 0,03mg/Kg, ou seja 100 a vezes menor que a dose de 3mg/Kg letalmente toxica
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para mamiferos. (0,1 ml de uma solu¢ao de 3mg/ml de BV diluida em salina, ou seja 300ug o
que equivale a duas picadas de abelha).

20/07/2010

Figura 2: Fotografia do preparo do local de inoculagdo do BV (A) e da orelha antes a inoculagdo do veneno em
B.

Anélise da reacao tecidual local

No dia anterior ao experimento, os animais forampesados, erealizada uma avaliagdo
clinica, dermatologica e laboratorial e os tratadores responderama uma anamnese onde foram
descartados cdes com historico de alergias e outras doencas, bem como envolvimento com
outros experimentos anteriores. Foirealizada entdo uma tricotomia da metade superior das
faces interna e externa de ambos os pavilhdes auriculares.

No dia do experimento a area depilada no dia anterior foidesengordurada com éter e
alcool iodado, respectivamente, e foimarcada, uma circunferéncia de 1 cm de didmetro a 3,5
cm do éapice do pavilhdo e a 1,5 cm de seu bordo cranial. Em seguida,com o auxilio de um
espessimetro de papel (Mitutoyo, industria brasileira) foi medida a espessura dos pavilhdes
auriculares nas areas marcadas. Posteriormente foiinoculado intradermicamente, no local
marcado do pavilhdo auricular esquerdo, 0,1 ml uma solug¢ao de diferentes concentracdes de
veneno de abelha ou de salina (de acordo com o grupo). Igual volume de salina foiinjetado no
pavilhao direito para controle das reacdes inespecificas induzidas pelo ato da injecdo. Este
teste foi proposto por SZABO, MORELLI e BECHARA em 1995 para avaliagdo da reago
tecidual em caes.

A avaliacdo da reagdo local foirealizada através da mensuragdoda espessura dos
pavilhdes auriculares nos seguintes tempos pos inoculagdo: 5, 10, 15, 30 minutos, 1, 6, 12, 24,
48 e 72 horas. A resposta cutdnea local foi calculada através da mensuracdo da distensdo
tecidual relativa, onde a distensao (diferenga entre a espessura em mm em cada tempo teste e
a medida basal) da orelha direita (inoculada com salina) foi diminuido da distensdo da orelha
esquerda (inoculada com o veneno de abelhas diluido), segundo o calculo:

Distensao tecidual relativa = (ETOE- EBOE)- (ETOD-ETOD).

Onde,

ETOE= espessura no tempo teste da orelha esquerda
EBOE= espessura basal da orelha esquerda

ETOD= espessura no tempo teste da orelha direita
ETOD=espessura basal da orelha direita
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Figura 3: Fotografia ilustrando o método de mensuragdo da distengdo tecidual.

Avaliacdo das respostas clinicas

Os animais foram monitorados quanto as alteracdes de comportamento e respostas
autonomicas induzidas pelo veneno de abelha. Os pardmetros cardiovasculares (freqiiéncia
cardiaca e pressdo arterial)e respiratorio (freqii€ncia respiratéria) foram avaliados 30 minutos,
1,6, 18, 24, 48 e 72 horas apos o veneno e comparados com referenciais pré-veneno.

Todas as respostas comportamentais indicadoras de ansiedade e dor(como agitacao,
prurido local, balangar a cabeca) também foram anotadas, assim como a ocorréncia e
freqiiéncia de vomito, diarréia e mic¢do. Os caes foram acompanhadoscontinuamente por um
médico veterinario durante as seis primeiras horas apos a inje¢do do veneno.

Avaliacao da pressao arterial
A pressao arterial foi avaliada nos momentos 0,30min, 1, 6, 12, 24, 48 ¢ 72 horas apds
a inoculacdo do BV, utilizando método clinico com aparelho de pressdao com bracadeira

neonatal (marca BD) e auxilio de Doppler vascular (Medmega-DV 610), para detec¢ao a
interrup¢do do fluxo sanguineo da artéria radial.

Graduacdao das Possiveis reacdes analifaticas

As reagdes anafilaticas foram graduadas de acordo com o quadro abaixo, modificada da
Classificacao de Mueller de reacdes sistémicas:

Quadrol.Classificagdo de Mueller

Classificagdo das reagoes sist€émicas de Mueller (modificada para caes):

Grau 1: urticaria generalizada, prurido, desconforto e ansiedade

Grau 2: Qualquer dos itens acima mais dois ou mais de: angioedema, constri¢do toracica, nausea,
vomito, diarréia, dor abdominal e tontura

Grau 3: Qualquer dos itens acima mais dois ou mais de: dispnéia, dificuldade de respirar, estertor,
fraqueza, confusdo, latido confuso

Grau 4: Qualquer dos itens acima mais dois ou mais de: queda da pressdo arterial, colapso, desmaio,
incontinéncia, cianose.
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Tratamento das possiveis respostas de anafilaxia

Caso os animais que apresentassem os primeiros sinais de anafilaxia seriam medicados
com uso de antihistaminicos, corticosterdides, oxigénio suplementar, solu¢des eletroliticas,
broncodilatadores, diuréticos, anticonvulsivos, epinefrina, de acordo com a gravidade do
quadro,segundo a classificacao de Mueller.

Avaliacdo Hematologica e bioquimica do sangue

Amostras de8ml de sangue foram colhidas nos tempos 0 (antes da inoculagdo), 6,12,
24, 72 horas apos a inoculagdo do veneno de abelha e separadas em duas aliquotas.Uma
aliquota foi utilizada para realizagdo de hemograma em tubos coletores pediatricos contendo
EDTA (Vacutainer-BD), homogeneizadas e mantidas sob refrigeracao até o processamento do
hemograma. A segunda aliquota, utilizada para realizagao de exames de bioquimica clinica,
foi acondicionada em tubos coletores sem anticoagulante (Vacutainer-BD), mantidos em
posig¢aosupino e refrigeradas at¢ o momento da centrifugacdo. Todas as aliquotas foram
identificadas pelo nimero do microchip de cada animal e a hora da coleta.

O processamento do hemograma foi feito em até 24 horas apds a coleta. Antes de
decorridas 3 horas,foi realizado o esfregaco sanguineo corado pelo método Panoético rapido
(InstantProv-Newprov) para a contagem diferencial de leucdcitos por microscopia. A
contagem total de leucocitos, eritrocitos, plaquetas e determinacdo da hemoglobina, foi
realizada em contador automatico de células sanguineas Contador Hematoldgico poH 1V-
Diff).

Para os exames de bioquimica clinica, antes de decorridas 24 horas da coleta, as
amostras de sangue sem aditivo serdo centrifugadas a 2500rpm, por 15 minutos, o soro
separado com pipeta automdtica e acondicionados em microtubos tipoEppendorf e
armazenadas em freezer a -80°C.

A funcdo renal foi avaliada por determinacdo da uréia(método enzimatico) e
creatinina( método cinético), em espectofotometro( BIOESPECTRO SP 22). Nestes testes
foram utilizados kits reagentes da marca Doles com processamento de acordo com o
fabricante.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo. As diferencas estatisticas
foram analisadas pela Analise de Variancia (Anova) de duas vias para medidas repetidascom
os fatores tratamento (grupos controle, 0,043mg/kg BV e 0,3mg/kg de BV/animal) e tempo
(diferentes tempos de acordo com o parametro analisado). Em caso de valores de Anova
significativos (p<0.05) foi realizadootestpos-hoc de Bonferroni para a detecgdo de diferengas
entre pares de grupos.

Os dados foram analisados e os graficos construidos no programaGraphPadPrim 5.0.
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4. RESULTADOS

Reacéao cutanea local

A resposta cutanealocal foi avaliada através da mensuracdo da distensdo tecidual
relativa, onde a distensdo (diferenga entre a espessura (mm) em cada tempo teste ¢ a medida
basal) da orelha esquerda (inoculada com salina) foi diminuido da distensdao da orelha direita
(inoculada com o veneno de abelhas diluido) (vercalculo no item de material de métodos).

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativa nos
fatores tratamento (F(»31y=6,67; p=0,0167) e tempo (F(931y=4.76; p<0,0001). O teste post-Hoc
de Bonferroni detectou diferenca entre os grupos CTL e 0,3mg/kg nos momentos 1h (p<0,05),
6h (p<0,001), 12 (p<0,05) e 24 horas (p<0,05) apos inoculacdo do veneno. Enquanto que ndo
houve diferenca significativa entre os grupos CTL e 0,043mg/kg.

Estes resultados sugerem que o a aplicacdo de 0,3mg/kg de BV produziu maior
distensao tedicual relativa quando comparada ao controle, e que a diluicdo de 0,043mg/kg de
BV/animal apresentou uma resposta intermediaria ndo sendo estatisticamente diferente dos
demais grupos. Além disso, a diluicao de 0,3mg/kg de BV provocou um pico distensdao de 6
horas ap6s a inoculagdo do veneno.

Analise comportamental

Ap0s as aplicagcdes do veneno de abelha no pavilhdo auricular direito e de solugao
salina no pavilhao auricular esquerdo, os animais foram colocados em canis tipo gaiola e seus
comportamentos foram observados e anotados a fim de identificar possiveis reacdes de
anafilaxia e dor. Em todos os grupos o comportamento observado resumiu-se em balangar a
cabe¢a imediatamente apos a aplicacdo, cocar os dois locais de aplicacdo com os membros
posteriores. Este comportamento foi observado por menos de 30 segundos ap6s a inoculagao.
Em nenhum grupo foi notado qualquer alteracdo comportamental indicativa de anafilaxia
oualteragdes no consumo hidrico ou alimentar. De uma maneira geral, os animais
apresentaram somente prurido leve na primeira hora apods aplicagdo e somente um animal do
grupo 0,043mg (a405662) apresentou prurido leve durante as primeiras 48 horas com
formag¢do de pequena escarificagdo no local de aplicagdo do BV.Nos demais animais
nehumaescarificagao indicando prurido mais prolongado ou intenso foi identificado, e a pele
permaneceu integra na face interna e externa do pavilhdo auricular.

Todos os caes possuiam comportamento extremamente afavel e mantiveram esta
caracteristica durante todo o desenvolvimento do experimento.
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Figura 4: Avaliacdo da resposta cutinea locala doses diluidas de veneno de abelhas (BV). 0,1ml de
BV nas doses de 0,043mg de BV/animal (grupo BV 0,043; n=4) ou de 0,3mg de BV/animal (grupo
BV 0,3; n=4) ou apenas salina (grupo controle; n=4) foram injetados no pavilhdo auricular de caes
Beagles. A distensao tecidual relativa foi calculada pela diferenca do aumento da espessura (mm) das
orelhas em cada tempo teste. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca
significativa nos fatores tratamento (F(,5,y=6.67; p=0,0167), tempo (Fs1)=4.76; p<0,0001). * indica
p<0,05 em relagdo ao grupo CTL, ** indica p<0,001 em relacdo ao grupo CTL. Dados apresentados
como média +sem.

Reacdes anafilaticas

Nenhum animal deste experimento apresentou reacdo indicativa de anafilaxia, como
urticaria, agitacdo, voOmito, diarréia, dispnéia, desconforto, tontura, dor abdominal,
constric¢dotoracica,estertor, fraqueza,colapso desmaio ou cianose.
Temperatura Corporal

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa
nos fatores tempo, interagdo e tratamento. Estes dados sugerem que a aplicacdo de doses

diluidas de veneno de abelha ndo intefere na temperatura corporal.

Tabela 2: Influéncia de doses diluidas de veneno de abelha na temperatura corporal de cdes (média +
sem).

Tempo | Controle salina 0,043mg/animal 0,3mg/animal

0 38,3 + 0,170 38,4 + 0,155 38,2 + 0,217
30' 38,0 £ 0,256 38,0 + 0,047 38,3 £ 0,085
1h 38,0 £ 0,265 38,2 + 0,108 38,0 £ 0,366
6h 38,0 £ 0,268 38,3 £ 0,110 379 + 0,347
12h 38,0 £ 0,182 38,3 + 0,149 37,8 + 0,259
24h 37,8 £ 0,070 38,4 + 0,070 37,8 +£ 0,165
48h 37,8 £ 0,040 38,3 + 0,213 38,1 + 0,205
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72h | 382 + 0,197 | 385 + 00204 | 380 + 0,349

Uma solugdo de 0,1ml de BV nas doses de 0,043mg de BV/animal (grupo BV 0,043; n=4) ou de
0,3mg de BV/animal (grupo BV 0,3; n=4) ou apenas salina (grupo controle; n=4) foi injetada no
pavilhdo auricular de cdes Beagles. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou
diferenca significativa.

Pressao Arterial

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativapara o
fator tempo (F7,63=5,55; p<0,0001), enquanto os fatores tratamento e interagdo ndo foram
significativos.

Estes dados sugerem que a aplicacdo de doses diluidas de veneno de abelha ndo
intefere na pressdo arterial. No entanto neste experimento podemos notar que a pressao
arterial apresentou um declinio gradual com o tempo. Provavelmente relativo aadaptacdo dos
animais ao experiementador.

Tabela 3:Influéncia de doses diluidas de veneno de abelha na Pressdo arterial Média de caes
(média + sem).

Controle salina 0.043mg/animal 0.3mg/animal
0 117,5 =+ 20,258 118,1 = 17,893 111,0 = 14,497
30' 1162 + 21,638 1162 = 18,185 109,3 + 13,631
1h 1150 + 21,889 116,8 + 17,776 108,7 + 14,049
6h 113,7 + 22,488 1162 + 16,250 103,7 £ 12,644
12h 112,5 + 22,867 1156 £ 16,657 1043 £+ 12,178
24h 110,0 + 23,363 116,2 = 17,365 106,2 + 13,900
48h 103,7 + 18,860 113,1 £ 17,421 105,6 £+ 12,432
72h 1062 + 16,754 108,7 + 17,603 103,1 + 13,360

Uma solugdo de 0,1ml de BV nas doses de 0,043mg de BV/animal (grupo BV 0,043; n=4) ou de
0,3mg de BV/animal (grupo BV 0,3; n=4) ou apenas salina (grupo controle; n=4) foi injetada no
pavilhao auricular de caes Beagles. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou diferenga
significativa apenas para o fator tempo (F763=5,55; p<0,0001).

Frequéncia Cardiaca
A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa
em nenhum dos fatores estudados: tempo, interacdo e tratamento. Estes dados sugerem que a

aplicacao de doses diluidas de veneno de abelha ndo intefere na freqiiéncia cardiaca de caes.

Tabela 4: Influéncia de doses diluidas de veneno de abelha na freqiiéncia cardiaca de
caes(média + sem).

Tempo | Controle salina 0.043mg/animal 0.3mg/animal

0 89,0 + 5,744 100,0 £+ 3,265 97,0 + 4,725
30° 85,5 + 7,500 94,0 + 2,000 96,0 + 6,928
1h 91,0 + 5,972 98,0 + 8,406 98,0 + 6,831
6h 99,0 + 8,266 96,5 + 3,095 108,0 + 7,118
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12h 90,0 + 4,760 103,0 + 5,259 102,5 = 8,539
24h 85,0 + 3,415 103,5 + 4,924 103,0 + 3415
48h 87,0 £ 5,259 91,5 + 2,061 96,0 + 2,828
72h 90,5 + 6,238 93,5 = 4716 100,0 + 1,632

Uma solugdo de 0,1ml de BV nas doses de 0,043mg de BV/animal (grupo BV 0,043; n=4) ou de
0,3mg de BV/animal (grupo BV 0,3; n=4) ou apenas salina (grupo controle; n=4) foi injetada no
pavilhdo auricular de cdes Beagles. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou
diferenca significativa em nenhum dos fatores estudados.

Frequéncia Respiratoria

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenga
significativapara os fatores interacdo, tempo e tratamento. Estes dados sugerem que a
aplicacdo de doses diluidas de veneno de abelha ndo intefere na freqiiéncia respiratéria de
caes.

Tabela 5: Influéncia de doses diluidas de veneno de abelha na freqiiéncia respiratoria de
caes(média + sem).

Tempo Controle salina 0.043mg/animal 0.3mg/animal

0 56,5 + 8341 7277 + 11,455 950 + 36,819
30' 56,0 + 9,092 66,7 + 7972 100,0 + 57457
1h 590 + 7,549 690 + 11,239 99.0 + 49,836
6h 105,0 + 22,173 60,0 + 11,195 96,0 + 50,780
12h 83,0 + 9,574 106,0 + 39,648 64,0 + 14,142
24h 580 + 6,633 99,5 + 21,823 61,0 + 10,246
48h 74,0 + 14,094 82,5 + 21,929 67,0 + 11,474
72h 76,0 + 10,708 72,0 £ 22803 53,0 + 8,544

Uma solugdo de 0,Iml de BV nas doses de 0,043mg de BV/animal (grupo BV 0,043; n=4) ou de
0,3mg de BV/animal (grupo BV 0,3; n=4) ou apenas salina (grupo controle; n=4) foi injetada no
pavilhdo auricular de caes Beagles. A ANOVA de duas vias para medidas repetidas nao detectou
diferenca significativa nos fatores tempo, tratamento, e interagao.

Avaliacdo Hematoldgica e bioguimica do sangue

SERIE VERMELHA

Hemacias

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou diferenga significativa
apenas para o fator tempo (F36=2,68; p=0,0468), no entanto o teste post-Hoc de Bonferroni
nao detectou diferenca significativa os tempos.

Hemoglobina

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa
em nenhum dos fatores estudados. Estes dados sugerem que a aplicacdo de doses diluidas de
veneno de abelha ndo intere nos niveis de hemoglobina (g/dl de sangue) de caes.

Hematocrito
A ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativa nos
fatores tratamento (F(236=4,27; p=0,049) e tempo (F(936=3,09; p<0,027). No entanto o teste
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post-Hoc de Bonferronindodetectou diferenca entre os pares grupos em nenhum dos tempos
estudados. Podemos observar um declinio sutil do hematocrito principalmente nos animais
controles, mas este nao parece ser um fenomeno relevante ja que nao se relaciona com os
demais parametros hematologicos.

Volume Globular Médio

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa
em nenhum dos fatores estudados. Como observado nos parametros anteriores, estes dados
sugerem que a aplicacdo de doses diluidas de veneno de abelha ndo intere no Volume
Globular em caes.

Concentracdo de Hemoglobina Globular Médio

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa
em nenhum dos fatores estudados. Como observado nos parametros anteriores, estes dados
sugerem que a aplicacdo de doses diluidas de veneno de abelha ndo intere na Concentragao de
Hemoglobina Globular Médio de caes.

Plaquetas

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas detectou diferenga significativa
apenas para o fator tempo (F36=3,75; p=0,0120), no entanto o teste post-Hoc de Bonferroni
ndo detectou diferenga significativa entre os diferentes tempos. Esses dados sugerem que
aplicacdo de doses diluidas de veneno de abelha ndo interfere nos valores de plaquetas em
caes.

Proteinas Plasmaticas

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa
nos fatores tempo,tratamento ¢ interagdo. Estes dados sugerem que a aplicacdo de doses
diluidas de veneno de abelha ndo intefere nos niveis de proteinas plasmaticas de caes.

Apesar de alguns animais apresentarem no momento basal alguns valores
hematologicos razoavelmente baixos, todos animais apresentavam perfeitas condi¢des clinicas
e dermatoldgicas e ndo apresentaram variagdes significativas nestes parametros durante o
experimento. Além disso, todos grupos tinham animais nesta situagdo o que fortalece os
nossos resultados.

SERIE BRANCA

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa
em nenhum dos fatores estudados: tratamento, tempo ou interagdo em nenhum dos parametros
da Série Branca: leucécitos, segmentados, linfocitos, monoécitos e eosindfilos.Foram
encontrados 02 bastdes na amostra Basal do anima a44103 e 01 bastdo no animal a417245 no
tempo 48h. Foram encontrados 1 bastdo no animal a080625, do grupo controle nos tempos:
basal, 6h,48h,72h, e baséfilos no tempo 72h e no animal a392630 nos tempos:basal, 24h,48h,e
72h, nos tempos 24h e 72h foram encontrados basofilos.
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Tabela 6: Influéncia de doses diluidas de veneno de abelha nos parametros hematoldgicos da
série Vermelha de cles (dados apresentados como média = sem).

Controle salina 0.043mg/animal 0.3mg/animal
Hemacias(10000°u/L) A
0 50675 0,5265988 4705 * 0,1577181 5720 0,1228142
6 53225 £ 04869013 4650 T 0,1680774 57325 0,1152082
24 52575 0,6021126 46475 T 02383406 52805 © 0,1384663
48 5205 04975691 46975 T 02418462 4915 T 02257027
72 4640 T 045356 4455 © 0,1639867 5045 = 0,1963203
Hemoglobina(g/dL)
0 10,550 & 1,106421 10375 & 0,3881045 11,875 £ 02212653
6 11,175 = 0,9594921 10200 * 03188521 11,825 = 0,1652019
24 11,075 = 126186 10300 ©  0,406202 11,025 * 0,1931104
48 10,875 * 1,081954 10,400 * 0,3851407 10,500 + 0,2738615
72 9,750 * 1,106421 9925 T 0,1652019 10475 = 0383786
Hematocrito (%) A ¥
0 354 T 2052 317 1,708 363 0,634
6 + + +

35.8 1,806 31,4 2,020 36,4 0,348
24 36,7 * 1,837 321 F 0907 332 £ 0,580
48 350 T 1,59 328 T 1,120 36 0821
72 327 F 1,863 295 * 0,968 324 1276
VGM (1)
0 647 T 1,799 660 0,976 638 © 0,668
6 + + +

65.8 2,139 64,6 2,451 63,5 0,730
24 64,7 T 2,047 66,7 = 0473 631 0,749
48 649 * 1995 673 © 0887 646 * 1918
72 675 = 1,935 669 * 1061 641 £ 0729
CHGM(%)
0 319 F 0874 334 T 0,369 326 T 0,193
6 + + +

32,1 1,065 34,0 1,157 32,4 0,149
24 24 T 0977 32 T 0417 131 0310
48 319 T 1206 328 £ 0239 332 0,790
72 22 £ 1208 332 0241 323 0444
Plaquetasp/L A
0 1430000 © 21897,49 1420000 = 31630,68 1692500 = 1844530
6 1732500 = 18503,94 1697500 = 17960,03 1582500 © 2347472
24 1675000 = 18821,53 1757500 = 27762,01 1657500 = 33956,77
48 1582500 = 21218,60 1612500 = 44690,30 1367500 = 4473510
72 107250,0 & 21703,97 144000,0 — 49195,19 118250,0 © 11664,58
PtnPlasmatica (g/dL)
0 92 T 1241 81 T 0309 85 T 0386
6 94 * 1312 82 * 0,298 83 * 0377
24 94 * 1254 83 * 0287 82 T 0204
48 93 T 1,150 85 0,506 83 T 0320
72 102 £ 0942 81 * 0613 81 T 0574

Uma solugdo de 0,1ml de BV nas doses de 0,043mg de BV/animal (grupo BV 0,043; n=4) ou de
0,3mg de BV/animal (grupo BV 0,3; n=4) ou apenas salina (grupo controle; n=4) foi injetada no
pavilhdo auricular de caes Beagles ¢ o sangue coletado por pungdo venosa em diferentes tempos apos
inoculagdo. Ae¥ indicam p<0,05 na ANOVA de duas vias para medidas repetidas no fator
tempoetratamento e respectivamente. O teste de pos-hoc de Bonferroni ndo detectou diferenga entre os
pares em nenhum tempo e parametro estudado.
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Tabela 7: Influéncia de doses diluidas de veneno de abelha nos parametros hematologicos da série
branca de cées (média + sem).

Controle salina 0.043mg/animal 0.3mg/animal
Leucécitos
0 9200, = 1739,732 9950, + 3022278 12300, £ 1706,849
6 9325, + 1028,247 11325, £ 2931261 12650, = 1632,228
24 8375, £ 1605,395 12325, £ 3392,977 11250, £ 1500,278
48 8425, * 1540,225 11700, = 1860,555 11700, = 2553,755
72 8350, £ 1708,069 9925, +* 2535,539 9400, = 984,8858
Segmentados
0 57,5 = 3,774 56,5 = 3,304 60,2 = 5,662
6 61,7 = 5,072 64,0 = 4,102 64,0 = 6,658
24 64,5 = 3227 67,0 = 4915 60,5 = 5,951
48 62,7 + 2250 585 + 5251 62,0 = 4,743
72 662 * 3119 592 = 3816 65,7 = 6,032
Linfocitos
0 23,7 = 3,497 31,7 = 4,049 22,5 £ 3796
6 25,5 = 3,617 28,5 * 3,662 232 * 4972
24 22,7 * 4230 23,7 = 4,750 242 * 6342
48 232 £ 2212 28,5 £ 5,693 21,5 £ 3,883
72 192 = 3881 28,7 * 3,497 192 + 4,090
Mondcitos
0 62 * 1376 3,7 £ 1,493 42 * 1436
6 6,2 * 27286 3,7 £ 1314 22 * 1314
24 55 = 2217 5,0 = 0,408 42 + 1,030
48 6,0 £ 0816 52 £ 1,652 52 * 0,750
72 6,0 £ 2,677 6,5 £ 1,554 47 £ 1436
Eosinofilos
0 11,0 = 0,816 7,3 £ 1,452 122 = 2015
6 6,2 * 2750 46 * 1,333 10,7 = 4,308
24 6,0 = 2273 43 + 1333 11,0 = 3,488
48 7,0 £ 1471 10,0 £ 1,732 11,2 = 2,09
72 72 £ 2462 56 2848 10,2 £ 3,816

Uma solugdo de 0,1ml de BV nas doses de 0,043mg de BV/animal (grupo BV 0,043; n=4) ou de
0,3mg de BV/animal (grupo BV 0,3; n=4) ou apenas salina (grupo controle; n=4) foi injetada no
pavilhdo auricular de caes Beagles ¢ o sangue coletado por punc¢do venosa em diferentes tempos apos
inoculagao.

Ureia e Creatinina

A ANOVA de duas vias para medidas repetidas ndo detectou diferenca significativa
em nenhum dos fatores estudados nos valores de creatinina e uréia. Estes dados sugerem que
a aplicacdo de doses diluidas de veneno de abelha ndo intefere nos niveis de séricos de uréia e
creatinina indicando estas doses ndo apresetam efeito nefrotoxico.
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Figura 5: Analise dos niveis de uréia (A) e creatinina (B) apds injecdo de doses diluidas de veneno de
abelhas (BV). 0,1ml de BV nas doses de 0,043mg de BV/animal (grupo BV 0,043; n=4) ou de 0,3mg
de BV/animal (grupo BV 0,3; n=4) ou apenas salina (grupo controle; n=4) foram injetados no pavilhao
auricular de cdes Beagles. Dados apresentados como média +sem.
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5. DISCUSSAO

Doses diluidas de Veneno de abelha promovemreacéo cutanealocal com o pico
de 6h

Os resultados do presente estudo indicam que o veneno de abelhas inoculado no
pavilhdo auricular de cdes promoveu reagdo inflamatoria cutanea com um pico de 6 horas
apods a inoculagdo. A resposta cutinea local foi avaliada através deTeste de distensdo tecidual
em cdes que mede a distensdo tecidual associada ao processo inflamatorio incitado pelo
veneno. Compdem tal distensdo tecidual o edema, resultante de aumento local de
permeabilidade dos vasos da microcirculacdo e o acimulo de células inflamatérias como
consequéncia do fendomeno de quimiotaxia. Este teste cutdneo permite uma analise
quantitativa através da mensuracdo do grau de distensdo tecidual, e qualitativa pelo
surgimento temporal do “tumor”. Dessa forma, tentou-se correlacionar as diferentes dilui¢des
de veneno a intensidade da reacdo cutanea.

Nossos resultados demonstraram a aplicagdo de 0,3mg/kg de BV produziu maior
distensdo tecidual relativa quando comparada ao controle, e que a dilui¢do de 0,043mg/kg de
BV/animal apresentou uma resposta intermediaria ndo sendo estatisticamente diferente dos
demais grupos. No entando apesar da ndo siginificancia na ANOVA, a diluicdo de
0,043mg/kg de BV/animal produziu uma reacdo cutanea consideravel. Esta reacdo, muito
provavelmente ¢ capaz de produzir estimulagdo intensa e prolongada de nociceptores
cutaneos. Quando aplicada em pontos de acupuntura, esta dilui¢do podera intensificar e
prolongar o efeito da acupuntura. No entanto esta hipotese deve ser confirmada em estudos
prévios.

Doses diluidas de Veneno de abelha ndo promove alteracbes clinicas e
comportamentais

Nenhuma alteracdo comportamental de dor ou pruridointenso ou relacionada as
reagOes de anafilaxia foram observadas neste estudo. Somente um animal do grupo 0,043mg
apresentou prurido leve. O comportamento décil e afavel dos animais permaneceu inalterado
durante todo o experimento. Prurido leve no local de aplica¢do foi notado apenas na primeira
hora apds a aplicagdo. O consumo hidrico e alimentar manteve-se inalterado. Nenhuma
alteracdo clinica significativa foi observada durante o experimento, apenas variagdes
fisiologicas de adaptagdo dos animais ao experimentador.

Estes dados sugerem que a aplicacdo de veneno de abelha nas dilui¢des apresentadas
ndo intefere nos parametros clinicos como pressao arterial, freqiiéncia cardiaca, além de nao
alterar a freqiiéncia respiratéria e a temperatura corporal.No entanto podemos notar que a
pressdo arterial sofreu um declinio gradual com o tempo, dentro dos limitesda normalidade
provavelmente relativo a adaptagdo do animal ao protocolo expérimental.

Doses diluidas de Veneno de abelha ndo promove alteracfes hematologicas
Os resultados do presente estudo demonstraram que a aplicacdo de doses diluidas de

veneno de abelha ndo promove qualquer alteracdo nos parametros hematologicos nas séries
vermelha e branca em caes.
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Em alguns parametros houve detec¢ao de diferencas significativas nos parametros
hematocrito e hemacias no fatortempo. No entando como o teste pos-hoc de Bonferroni nao
detectou diferencas entre pares de grupos nio consideramos que esta deteccdo de diferencas
possua qualquer significado biologico.

Alguns animais incluidos neste experimento apresentaram parametros hematologicos
basais abaixo da normalidade. Este condi¢do pode ter sido induzida por se tratarem de animais
experimentais que sdo constantemente desafiados por situagdes de estresse. No entanto estes
animais apresentavam condigdes clinicas normais e ndo apresentaram qualquer diferenca nas
reacdes ao veneno de abelha, ou seja a condi¢do inicial destes animais ndo deve ter
intereferido nas respostas a doses diluidas de veneno. Outro fato importante é notar que em
todos os grupos experimentais existiaanimais com valores de hemograma abaixo da
normalidade. Esteresultados indicam que doses diluidas de veneno ndo produziram qualquer
alteracdo nos parametros hematologicos em caes.

Doses diluidas de Veneno de abelha ndo produz nefrotoxidade

Os resultados do presente estudo demonstraram que a aplicacdo de doses diluidas de
veneno de abelha ndo promove qualquer alteragdo nos parametros renais avaliados através da
uréia e creatinina, indicando que o BV nas doses de 0,3mg/kg e 0,043mg/kg ndo produz
nefrotoxidade.

Os valores de uréia mantiveram se normais durante o estudo. Apenas um animal do
grupo BV 0,043 apresentou valores alterados nos tempos 6h( 41,3mg/dl), 48h (42,4 mg/dl) e
72h (45,9 mg/dl), uma andlise adicional foi realizada neste animal no tempo de 96h
retornando ao valor de referéncia normal (31,64 mg/dl). Esta foi a alteragdo mais significativa
deste estudo, indicando que com uma dilui¢do certa podemos evitar os efeitos nefrotéxicosdo
veneno de abelha. Vale ressaltar que Grissoto e colaboradores observaram que uma tUnica
dose de 0,5mg/kg de BV em ratos ¢ capaz de induzir insuficiéncia renal aguda (GRISOTTOet
al., 2000).

Seguranca de Doses diluidas de Veneno de abelha em céaes

As diluicdes utilizadas demonstraram ser bastante seguras. A dose de 0,043mg de
BV/animal (dilui¢do de humanos corrigida para o peso do animal), que nos nossos animais
significou por volta de 0,043mg/kg, e a dilui¢do de 0,3mg de BV/animal (dose utilizada em
humanos sem correcao para o peso do animal), nos nossos animais por volta de 0,03mg/kg
ndo produziram efeitos toxicos. Vale lembrar que em veterinaria como o peso do animal varia
muito, devemos estar atentos para a utilizacdo de BV em animais pequenos para que a dose
(por kilo de animal) ndo exceda o 0,03mg/kg (maior dose avaliada neste estudo).

Recomendacdes no uso da apipuntura em caes

Apesar da seguranca da diluicdo demonstrada neste estudo, algumas recomendagdes
sdo importantes quanto a utilizacao da apipuntura.

1. Antes do inicio da aplicacao deve ser realizado o teste alérgico.

O teste intradérmico ¢ necessario como triagem dos animais que receberdo a
apipuntura. O preparo para este teste deve ser feito na regido toracica lateral do animal, com
tricotomia e limpeza do local com alcool 70%, trés circunferéncias de aproximadamente
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1,5cm sdo marcadas, numa delas serd inoculado 0,05mldo controle negativo (solucdo salina),
na outra serd inoculado o igual volume do controle positivo (Sulfato de histamina 1:10000) e
na outra igual volume de solu¢do diluida de veneno de abelha 0,01pg/ml). Nos animais
positivos € observado turmor e eritema no local de inoculagdo e a formacao de erup¢ao com
diametro maior ou igual a metade do diametro dos controles positivo e negativo.

Nao aplicar BV em animais com teste intradérmico para o BV positivo.

2. Cuidado com animais com histérico de atopia.
Um historico bastante detalhado do animal, com informagdes sobre ocorréncia de
alergias e doengas dermatoldgicas. Animais atopicos estdo relacionados a tem maior
probalibilidade de apresentarem reagdesanafilaticas ao BV.

3. Em todas as sessdes de apipuntura devem ser consideradas as possiveis reagdes de
anaflilaxia.

Ap6s a aplicagdo os animais devem ser acompanhados por pelo menos 1 hora, ja que
as reacdes de anafilaxia geralmente ocorrem nos primeiros minutos apds o desafio alergénico.
Ap6s a primeira hora o risco de desevolvimento de anafilaxia ¢ minimo. Além disso em todas
as sessoes, € necessaria uma estrutura minima de emergéncia, uma vez que mesmo que existe
chance de que um animal que teve seu teste alérgico negativo, possa desenvolver reagdes
alérgicas no futuro.

4. Conscientizagdo do proprietario.

A informacdo e consientiza¢do do proprietario sobre o risco de anafilaxia e o tipo de
estimulo tecidual produzido pelo BV ¢é importante.Neste estudo a maior distengao tecidual
ocorreu no periodo de 6h ap6s inoculagdo, retornando a niveis basais no tempo de 72h.
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6. CONCLUSOES

Estes dados sugerem que a aplicacdo de doses diluidas de veneno de abelha 0,3mg de
BV/animal e 0,043mgde BV/animal nao intefere nos parametros clinicos de caes.

Nos dois tratamentos 0,3mg de BV/animal e 0,043mgde BV/animal, o grau de
distensdo tecidual apresentou um pico de 6h, retornando a niveis basais em 72h. Esta reag¢ao
sugere um processo inflamatorio local, no entanto como nao foi realizado exame histoldgico
do local de aplicacdo ndo foi possivel identificar o tipo celular envolvido nesta reacdo, que
nao tem significado clinico relacionado a anafilaxia.

Aaplicacao de doses diluidas de veneno de abelha 0,3mg de BV/animal e 0,043mgde
BV/animal ndo promove alteracdo nos pardmetros hematoldgicos da série vermelha e da série
branca, nem nos parametros bioquimicos de uréia e creatinina.

Estes dados demonstram que o uso de solugdes diluidas de veneno de abelha nas doses
utilizadas ¢ bastante seguro para cdes, no entanto a utilizagdo de detalhado protocolo de
triagem e teste intradérmico ¢ necessario uma vez que ndo podemos descatar o risco de
reagOes alérgicas em caes.
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