REZUMAT

Teza intitulata “Dinamica unor indici biochimici sangvini la mamifere in
intoxicatia cu venin de albine* are la baza un studiu original efectuat pe loturi de animale de
laborator injectate cu doze variate de venin de albine, urmarindu-se modificérile produse la
nivelul principalelor organe si tesuturi din organismul animal, creand premisele extrapolarii
acestor rezultate pentru viitoarele terapii de medicina veterinara si medicina umana.

Teza cuprinde un numar de 247 pagini, structurata in doud parti:

Partea I — stadiul actual al cunoasterii ce cuprinde un numar de 83 pagini, compusa
din trei capitole continand consideratii generale despre veninul de albine din punct de vedere
biochimic si toxicologic. In aceasta parte s-au folosit date din literatura de specialitate, citeva
date despre parametrii biochimici sangvini la mamifere si implicatiile lor fiziopatologice
precum si toxicitatea veninului de albine la mamifere, cu prezenta diverselor mecanisme
fiziopatologice.

Partea Il — reprezentand cercetarea propriu zisd, este partea personala structuratd
deasemenea pe trei capitole, cuprinde scopul lucrarii cu prezentarea materialelor si metodelor
de cercetare, un capitol dedicat rezultatelor si discutiilor in urma inocularii de doze succesive
la animalele luate in studiu si un ultim capitol care contine concluziile generale ale
cercetarilor efectuate.

Datele prezentate in aceasta lucrare sunt sustinute de un numar de 47 tabele si 117
figuri, reprezentari grafice plus imagini de anatomie-patologica inserate la nivelul capitolului
I, reprezentand adevarate dovezi ale originalitatii lucrarii de fata.

Bibliografia prezentd in finalul lucrarii insumeaza 159 titluri din literatura romana si
strdind, precum §i pagini electronice ale diverselor reviste si lucrari de specialitate care fac
referire la tema aleasa.

Deasemenea bibliografia cuprinde legislatie specifici in domeniul toxicologiei,
standarde ale unor metode de lucru, precum si titlturi ale unor lucrari proprii, sustinute la
diverse simpozioane ale Faculatilor de Zootehnie si Medicind Veterinara, una din lucrari fiind
chiar recompensata cu premiul I in 2011.

Originalitatea tezei consta in relevarea efectului toxic al veninului de albine asupra

organismului mamiferelor in functie de doza administrata.



Numeroasele cercetari efectuate pand in prezent, aratd ca veninul de albine are o
structura complexa, in el fiind prezente atdt substante de naturd organica cat si anorganica,
substante ce-i confera proprietati particulare, specifice.

Veninul de albine este un produs secretat de glandele de venin si eliminat de catre
albinele lucritoare sub actiunea unor stimuli externi. In momentul eliminirii din vezicula
aparatului de aparare al albinei, veninul se prezintd ca un lichid incolor, dens. In contact cu
aerul se solidifica repede si se elibereaza de componentii sai volatili. Prin razuirea veninului
de albine cristalizat de pe placa colectoare, acesta devine o pulbere afinata de culoare alb mat
- usor cenusie. Veninul de albine este termorezistent, temperatura scazutd sau cea ridicata
nedistrugand insusirile lui. Sub forma uscata poate fi pastrat timp Indelungat fard a-si pierde
proprietatile toxice. Este rezistent in actiunea acizilor si a bazelor. Datoritd compozitiei
chimice complexe veninul de albine are o actiune biologica bine determinata, constituind o
importanta sursd de substante active pentru produsele apiterapeutice. Veninul de albine
contine mai mult de 40 substante active, multe cu efecte biologice. Cel mai relevant este un
antiinflamator numit melitina. Aceastd substantd face sd se producd hormonul cortizol.
Intrucét este un antiinflamator, studiile comparative au aratat ci melitina este de 100 de ori
mai puternic decat hidrocortizonul. De aceea veninul de albine poate fi necesar in tratarea

bolilor cu caracter inflamator precum artrita reumatoida.

Alti compusi ce pot avea efect farmacologic includ: apamina, ce are ca efect intarirea
retelei de cai nervoase; adolapina, un antiinflamator si analgezic; norepinefrina, dopamina si

seratonina cu efect n depresii.

Apicultorii, ce folosesc intreaga gama de produse apicole, sunt persoanele cu cea mai
ridicatd medie de viata (dupa categoria profesionald a dirijorilor de orchestra) si la care rar
sunt semnalate cazuri de cancer, este categoria socio-profesionala cea mai plind de energie si

sanatate.

In literatura de specialitate se apreciazi ca dintre compusii evidentiati pana in prezent
in veninul de albind (VA), cei majori sunt reprezentati de catre histamind, catecholamine,
poliamine, apamina, melitinina si fosfolipaza .

Veninul de albine este compus din proteine, enzime, hormoni, saruri minerale, uleiuri
eterice si alte substante volatile. Principalul component al veninului de albine il reprezinta
substantele proteice in a caror structura exista trei fractii. Cea mai importanta fractie proteica
este melitina, aceasta fiind considerata si componenta cea mai activa a veninului. In melitina
s-au identificat glicocol, alanind, valina, leucind, izoleucind, serind, tirozina, lizind, arginina,

asparagind, glutamind, triptofan, prolind. Aceastd fractie a veninului este hemolitica,



degajeaza histamind si serotonind, scurteaza fibrele musculare netede si striate, scade
presiunea sanguind si ritmul respirator, blocheaza sinapsele nervoase periferice si centrale etc.
Are reactie alcalind, cu pH-ul de 11,0. O alta fractie bine reprezentatd este cea alcatuitd din
fermentii hialuronidazei si fosfolipazei A in fosfolipaza, care are pH-ul 10.

Natura complexa a veninului trebuie pusd pe seama marii diversititi de insecte si
vertebrate pradatoare care pot ataca familia de albine. La om reactiile la picdtura de venin
sunt de trei feluri: locale, sistemice si anafilactice. In primul caz de reactie, umflitura locala
se extinde in timp de cateva ore, iar locul intepat poate fi rosu, cald si sensibil 2-3 zile. O
reactie sistemicd se petrece in citeva minute dupa intepaturd si poate provoca o eruptie
generala, tulburari respiratorii, greatd, vomismente, dureri abdominale si sincope.

In reactia anafilactica, simptomele se manifesta in citeva secunde dupa intepare si
comporta dificultati respiratorii, confuzii mentale, vomismente, un soc de tensiune sanguina
care poate conduce la pierderea cunostintei; si la moartea prin colaps respirator si circulator.
In general se poate crea o oarecare rezistentd la intepaturile albinelor dar totusi, reactiile la
acestea pot deveni pe neasteptate, dintr-o cauza sau alta, foarte intense. Cei care sunt foarte
sensibili pot muri dintr-o singurd infepatura de albind, dar un om a inregistrat 2243 de
intepaturi si a supravietuit.

Din punct de vedere toxicologic, veninul de albine are o actiune directa - toxicitatea
celulard (care duce la destructurarea celulelor) si o actiune indirectd - manifestari
imunologice. Aceasta, datoritd compozitiei chimice care este foarte complexda si contine
enzime, peptide, amine, acizi aminati si alte substante care pot fi alergeni puternici pentru
organism.

Din punct de vedere fiziologic toate actiunile veninului de albine sunt toxice.
Toxicitatea veninului de albine este dati de glanda veninoasi mare a albinei. In urma
intepaturii, inflamarea se datoreaza histaminei din venin. Nu exista vaccin impotriva veninului
de albine. Anumifi cercetatori considera ca antidot al vaccinului de albine solutia apoasa de
propolis, stabilizatd si standardizatd - Propolis H4. In afara utilizarii sale intentionate si
supravagheate medical, veninul de albine trebuie evitat.

S-au semnalat urmatoarele actiuni ale veninului de albine:

1. hemolitica (produce distrugerea globulelor rosii);
2. hemoragica (produce iesirea sangelui din vas);
3. neurotoxica.

S-a dovedit ca veninul albinelor are proprietati antiinflamatoare. Actiunea terapeutica
a veninului se datoreaza continutului de melitind, o substantda cu proprietati antiinflamatoare.

Melitina stimuleaza secretia de catre organism a unui hormon antiinflamator, cortizolul. In



acelasi timp, melitina are proprietati antibacteriene, stimuleaza producerea de anticorpi si
imunitatea organismului, Imbundtateste microcirculatia.

Scopul tezei de doctorat constd in urmarirea evolutiei unor constante biochimice
sangvine si hematologice la sobolanii si iepurii inoculati cu venin de albine. Experimentul
reprezintd un mijloc de stabilire a corelatiei intre intoxicatia cu venin de albine si modificarea
constantelor biochimice sangvine la mamifere. Cercetarea precede testdrile clinice si este
bazata aproape in totalitate pe teorie si experimentele pe animale.

Evolutia valorilor constantelor biochimice ale sangelui unor specii de mamifere
(sobolani si iepuri), poate reflecta tendinta respectivelor constante 1n intoxicatia cu venin de
albine pentru toate mamiferele.

In cadrul acestei teze doctorale modelul experimental prezentat reprezintd mijlocul
pentru a stabili corelatia intre intoxicatia cu venin de albine si modificarea constantelor
biochimice sangvine, aceasta fiind ipoteza particulara de lucru pentru acest experiment.

In afard de efectul toxic, inflamator, alergic, veninul are efect terapeutic. Actualmente
a castigat popularitate medicina alternativa, inclusiv terapia cu venin de albine, datorita
numeroaselor rapoarte de cercetare care au evidentiat efectele sale benefice.

Aceste proprietdti controversate atribuite veninului de albine (anafilaxia, edemul
angioneurotic, cardiotoxic, nefrotoxic, hemolitic dar si efectele imunomodulatoare,
antimutagene, antitumorale, antiinflamatoare si antinociceptive) ne-au condus la initierea
studiului.

Consecventi scopului propus, urmarim dinamica modificarii indicatorilor biochimici
sanguini la administrarea unor doze subletale variabile de venin de albine si variatia
raspunsului organismului mamifer la veninul de albine dependent de doza si timpul de
actiune.

De asemenea prezintd interes si evolutia valorilor hematologice, la fiecare recoltare
facandu-se si 0 hemoleucograma completa.

La sobolanii inoculati cu venin de albine in variate doze (0,3; 0,6; 1,2 mg) am
constatat urmatoarele:
cresterea semnificativa statistic a numarului de hematii proportional cu doza inoculata, de la

6,22 la 8,60 x 10%pul dupa 6 ore.
De asemenea hemoglobina creste de la 10,26 g/dl la 13,75 g/dl dupa 9 h.

Se produce o hemoconcentratie semnificativa tradusa prin cresterea numarului de hematii si a

hematocritului. Apoi are loc hemoliza cu eliberarea hemoglobinei.



cresterea simultand a numarului de leucocite de asemenea proportional cu doza inoculata; in
primele 6 ore de la inoculare numarul de leucocite aproape se dubleaza, de la 3,5 la 6,5 x
10%/pl.

proteinele totale au avut o evolutie sincrond cu granulocitele.

Din studiul dinamicii majoritatii parametrilor luati in studiu (eritrocite, CHEM, creatinina,
proteinele totale, AST, ALT), se remarca existenta a doud ,,subfaze” de evolutie fiziologica:
subfaza de hemoconcentratie;
subfaza hemolitica.

In prima faza se constati o crestere o datd cu hemoconcentratia urmand ca in faza a doua sa
intervina probabil reactii de aparare-compensare, respectiv procese de reparare tisulara.
Dinamica proteinelor la iepurii inoculati cu doze variabile de venin de albine si
recoltare periodica a probelor biologice, aratd o scadere treptatd a proteinemiei in primele 6
ore indiferent de doza de venin inoculata de la 6,90 g/dl la 5,70 g/dl la lotul E1 (scaderea cea
mai mare) urmata de o revenire treptata la valorile initiale.
In ceea ce priveste evolutia fosfatazei alcaline (PAL) se observa o crestere progresiva,
de la 210.5 1a 504,6 1a 9 ore dupa inoculare cu 0,1 mg venin albina.

Evolutia transaminazelor serice. Remarcam diferente net semnificative si o crestere
constantd 1n ceea ce priveste nivelului seric al indicatorilor AST, ALT, creatinina si uree
urmata de o tendinta de scadere a valorilor la 9 ore de la inoculare.

Creatinina, proteinele totale, AST si ALT inregistreazd o crestere progresiva a
valorilor in primele 6 ore, urmata de o scadere constantd dupd acest interval. CHEM scade in
prima subfazd, pentru ca apoi sd revind progresiv la valorile normale. Albumina, ureea,
fosfataza alcalind si amilaza inregistreaza o crestere constantd pana la 24 ore de la inocularea
initiala.

Analizand evolutia colesterolului se inregistreaza o scadere a valorilor pana la 6 ore de
la 156,2 la 95,4 mg/dl la lotul E1 (scaderea cea mai accentuatd) urmatd de o revenire
accentuata la doza de 0,3 mg venin si o revenire treptatd a valorilor initiale la inocularea cu
0,6 s1 0,12 mg venin de albina.

Variatiile glicemiei la toate loturile experimentale sunt in limite fiziologice de
referintd, in timp ce variatiile indicatorilor metabolismului lipidic sunt extrem de oscilante.

Lipoproteinele HDL, LDL, VLDL si chilomicronii sunt modificate de 2 enzime
plasmatice: lecitin-colesterol aciltransferazd, cu activitate fosfolipazica A2 si
lipoproteinlipaza. S-a demonstrat ca fosfolipazele A2 din veninuri au activitate enzimatica de

3 ori mai mare decat lecitin-colesterol aciltransferaza plasmatica.
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Creatinina s-a mentinut n limite normale §i a variat nesemnificativ la lotul E2, in timp
ce la lotul E3 am remarcat o scadere sub limita inferioara de referinta la 6 ore de la inoculare,
cu o revenire catre limita inferioara la 24 de ore.

Ureea a crescut usor la T1 si T2 fatd de TO, valorile depasind limita superioara de
referintd, urmand ca la 24 de ore sa inregistreze o reducere semnificativa pana in limitele
valorilor de referinta.

La iepurii luati 1n studiu, inoculati cu aceleasi doze de venin, am constatat modificarea
urmatorilor parametri biologici:

-cresterea glicemiei (fara a depasi limitele de referintd ale speciei) la doze de 0,3 mg
per animal, incepand cu 6 ore de la inoculare, in timp ce la doze de 0,6 mg si 1,2 mg per
animal, cresterea a aparut la 2 ore de la inoculare, cu revenire la valorile initiale dupa 24 de
ore. Cresterea nesemnificativa §i tranzitorie a glicemiei se datoreazd efectului adrenergic si
corticosteroidic indus de substanta inoculata.

-fosfolipaza A2 din veninul de albine a determinat la iepurii luati in studiu o reducere
semnificativa a colesterolemiei si trigliceridemiei, relevanta la 2 si 6 ore de la inoculare, cu
revenire la valorile initiale la 24 de ore. Efectul este rezultatul coroborat al actiunii enzimatice
asupra lipoproteinelor plasmatice si a preluarii trigliceridelor in tesutul adipos.

Aceasta actiune favorabila pentru organism ar merita speculatd in vederea valorificarii
efectului terapeutic al veninului de albine in tratamentul dislipidemiilor.

Inocularea dozelor de 0,3 mg de venin de albine per individ la iepurii luati in studiu a
evidentiat cresterea progresiva a nivelului seric al transaminazelor (ALT si AST) si al ureei,
demonstrandu-se astfel instalarea insidioasa, lentd a starii de hepatotoxicitate si disfunctie
renald, chiar la doze mici de venin.

Inocularea dozelor de 0,6 si 1,2 mg venin de albine per iepure a evidentiat cresterea
imediatd, la 2-6 ore a transaminazelor serice (AST si ALT) cu revenire dupa 24 de ore, dar si
o crestere a PAL la 24 de ore de la inoculare, modificari care indica instalarea unor leziuni
hepato-celulare reversibile (ramane de clarificat daca originea cresterii PAL este leziunea
colangiocelulard sau secundar stimularii corticosuprarenale).

Cresterea rapida a nivelului seric al ureei la doze de 0,6 si 1,2 mg venin per iepure,
apoi revenirea la valori normale dupa 24 de ore, evidentiaza disfunctia renald acutd cauzata de
reducerea tranzitorie a fluxului renal sanguin, urmatd de declansarea unor mecanisme
compensatorii de restabilire a homeostaziei la nivel celular.

Modificarile anatomopatologice survenite la sobolani dupa 9 ore de la inoculare:



La nivelul ficatului s-a observat spatiu port cu congestie vasculard si dilatarea
canaliculelor biliare; limfocite si hematii in sinusoide; nuclei hepatocitari mari cu cromatina
condensatd; binucleere; stazd 1n venele centrolobulare si sinusoidele perivasculare;
microtromboze sinusoidale; hepatocitolizd in zona centrolobulard; staza in venula spatiului
porto-biliar; degenerescenta hidropica a hepatocitelor; hipertrofia celulelor Kupfer.

In miocard s-au observat: hematii aderente la endoteliul vascular; tromboze; hemoragie
interstitiala; miocitoliza; limfocitoza interstitiala; leziuni distrofice.

In rinichi am constatat: congestia capilarelor glomerulare; hipertrofie glomerulara cu
pensarea capsulei Bowman; microtromboze vasculare, hemoragie interstitiald; tubulonecroza;
cilindri hialini; staza arteriala cu hipertrofia mediei.

La nivelul muschilor striati s-a evidentiat: miocitoliza; inflamatie interstitiala,
hemoragie interstitiala.

In splina s-au observat: hiperplazia pulpei albe; tromboze vasculare; sinusoide dilatate;
limfocitoza sinusoidala.

In pulmon s-au evidentiat: trombozi; reactie inflamatorie monocitara interstitial;
congestie si staza vasculara.

Leziunile histologice observate concordd cu datele analizelor biochimice confirmand
actiunea toxica foarte complexd a veninului de albine in experiment acut, tradusa prin
tulburari circulatorii, inflamatorii si degenerative la nivel hepatic, renal, pulmonar si
miocardic. Acestea nu exclud actiunea terapeutica a veninului ci sugereaza prudentd in
evaluarea clinicd a pacientilor, intrucat modificarile circulatorii pro- si antiinflamatorii pot fi

exploatate in scop medical.



