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EFEITO FOTOPROTETOR, GENOPROTETOR E ANTINEOPLASICO DA APITOXINA
DA Apis mellifera DO SEMIARIDO BRASILEIRO. VIANA, Geysa Almeida. Efeito
fotoprotetor, genoprotetor e antineoplasico da apitoxina da Apis melifera do Semiéarido
brasileiro. 2019. 85 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Programa de P6s-Graduacéo
em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do SemiArido (UFERSA), Mossoré —
RN, Brasil, 2019.

RESUMO: Este estudo objetivou avaliar a atividade fotoprotetora in vivo, e o potencial
genoprotetor e antineoplésico in vitro da apitoxina produzida pela Apis melifera no semiarido
do Rio Grande do Norte. Para tanto, foram avaliadas a atividades antioxidante da solucéo
aquosa de apitoxina através do método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), bem como a
avaliacdo do seu potencial genotdxico e antigenotoxico através do ensaio cometa. A atividade
antineoplésica nas linhagens de celulas tumorais humanas de adenocarcinoma de postrata
(PC3), carcinoma hepatocelular (HEPGE2), melanoma (MAD-MB435) e astrocitoma
(SNB19) foram verificadas através do método colorimétrico MTT [brometo de 3-
(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], assim como a atividade citotoxica em células
normais de fibroblastos (L929) e queratinécitos (HACAT). O efeito fotoprotetor in vivo do
gel com apitoxina foi avaliado em 16 ratos Wistar, sendo distribuidos em quatro grupos
experimentais com 4 ratos em cada: Grupo 1 ( G1) composto por ratos no qual a pele da regido
dorsal ndo recebeu aplicacao topica do gel a base de apitoxina e nao foi submetido a irradiacéo
UVB; Grupo 2 ( G2) cuja a pele dos animais ndo foram submetidos a aplicacéo topica do gel
e foram irradiados; Grupo 3 (G3) cuja a pele foi submetidos a aplicagdo topica do gel a base
de apitoxina a 2.5% e submetido a irradiacdo e o Grupo 4 (G4), no qual a pele foi submetidos
a aplicacdo tdpica do gel a base de apitoxina a 5.0% e submetido a irradiacdo. Na atividade
antioxidante, os resultados mostraram que a capacidade inibitoria da solucdo de apitoxina
(IC50) foi de 0.648 mg/mL. Os maiores percentuais de inibicdo do DPPH foram obtidos nas
concentracdes de Img/mL e 0.8mg/mL, que foram respectivamente de 74.92% e 60.85%. A
apitoxina ndo exerceu efeito genotdxico em celulas da linhagem L929 nas concentracfes de
30 pg/mL, 10 pg/mL e 5 pg/mL apods 24 horas de exposicdo, sendo apenas evidenciado esse
efeito na concentragdo de 50 pg/mL. Também, em todas as concentracdes testadas, a apitoxina
promoveu reducdo significativa do indice de dano ao DNA (idDNA) quando comparado ao
controle positivo (células tratadas com H20z). O potencial antineoplasico foi demonstrado in
vitro, uma vez que nas concentracdes de 50 pg/mL e 25 pug/mL foram observados efeito
citotoxico, com reducdo significativa dos percentuais de viabilidade das linhagens tumorais
PC3, HEPGE2, MAD-MB435 e SNB19, porém nédo apresentou citotoxicidade em células
normais L929 e HACAT, sugerindo uma acao seletiva. Foi evidenciado que o gel a base de
apitoxina foi capaz de proteger a pele da irradiacdo UVB, uma vez que a pele dos animais dos
G3 e G4 apresentaram padrdo morfoldgico macroscopico e histologico semelhante ao G1,
enguanto que na pele dos ratos do G2 foram observados no exame macroscopico areas focais
de queimadura e eritema, e no exame histologico necrose de queratinocitos, presenca de
células inflamatdrias, mastdcitos, congestdo vascular, edema intersticial e dissociagdo das
fibras colagenas. A alta atividade antioxidante evidenciada, associada a auséncia de efeito
genotoxico, genoprotetor e citotoxico em células normais, fornecem indicios das
potencialidades terapéuticas da apitoxina, e confirmam seu efeito antineoplasico nas linhagens
tumorais PC3, HEPGE2, MAD-MB435 e SNB19, além disso, justificam o seu uso em
formulagdes cosméticas fotoprotetoras.

TERMOS DE INDEXACAO: Veneno abelha, nordeste-Brasil, citotoxicidade, fotoprotecio.



PHOTOPROTECTIVE, GENOPROTECTIVE AND ANTINEOPLASIC EFFECT OF
APITOXIN FROM THE Apis mellifera OF BRAZILIAN SEMIARID. VIANA, Geysa
Almeida. Photoprotective, genoprotective and antineoplasic effect of apitoxin from Apis
mellifera of Brazilian semiarid. 2019.85 f. Thesis (Doctorate in Animal Science) - Graduate
Program in Animal Science, Federal Rural Semi-Arid University (UFERSA), Mossor¢ -
RN, Brazil, 2019.

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the photoprotective activity in vivo, and the in
vitro genoprotective and antineoplastic potential of apitoxin produced by Apis mellifera in the
semiarid of Rio Grande do Norte. For this, the antioxidant activities of the aqueous solution of
apitoxin were evaluated by the DPPH method (2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl), as well as the in
vitro evaluation of its genotoxic and antigenotoxic potential through the comet assay. In vitro
antineoplastic activity in human tumor cell lines: poststrate adenocarcinoma (PC3),
hepatocellular carcinoma (HEPGEZ2), melanoma (MAD-MB435) and astrocytoma (SNB19)
were verified by the MTT [3- (4 bromide) colorimetric method-5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium], as well as cytotoxic activity in normal fibroblast (L929) and keratinocyte
(HACAT) cells. The in vivo photoprotective effect of apitoxin gel was evaluated in 16 Wistar
rats and was divided into four experimental groups with 4 rats in each: Group 1 (G1) composed
of rats in which the skin of the dorsal region did not receive topical gel application apitoxin
base and was not subjected to UVB irradiation; Group 2 (G2) whose animals' skin was not
subjected to topical gel application and were irradiated; Group 3 (G3) whose skin was subjected
to topical application of 2.5% apitoxin-based gel and irradiated and Group 4 (G4), where the
skin was subjected to topical application of apitoxin-based gel to 5.0% and subjected to
irradiation. In antioxidant activity, the results show that the inhibitory capacity of apitoxin
solution (IC50) was 0.648 mg / mL. The highest percentages of DPPH inhibition were obtained
at concentrations of 1mg / mL and 0.8mg / mL, which were respectively 74.92% and 60.85%.
Apitoxin had no genotoxic effect on L929 cells at concentrations of 30 ug / mL, 10 pg / mL
and 5 pg / mL after 24 hours of exposure. This effect was only evidenced at 50 pg / mL. Also,
at all concentrations tested, apitoxin promoted a significant reduction in DNA damage index
(idDNA) when compared to the positive control (cells treated with H202). The antineoplastic
potential was demonstrated in vitro, since at concentrations of 50 ug / mL and 25 pg / mL
cytotoxic effect was observed, with significant reduction of viability percentages of PC3,
HEPGE2, MAD-MB435 and SNB19 tumors, but not presented cytotoxicity in normal L929
and HACAT cells, suggesting a selective action. It was evidenced that the apitoxin-based gel
was able to protect the skin from UVB irradiation, since the skin of G3 and G4 animals showed
similar macroscopic and histological morphological pattern to G1, whereas in the skin of G2
rats were observed on macroscopic examination focal areas of burn and erythema, and on
histological examination keratinocyte necrosis, presence of inflammatory cells, mast cells,
vascular congestion, interstitial edema and collagen fiber dissociation. The high antioxidant
activity evidenced, associated with the absence of genotoxic, genoprotective and cytotoxic
effects in normal cells, provide evidence of the therapeutic potential of apitoxin, and confirm
its antineoplastic effect on PC3, HEPGE2, MAD-MB435 and SNB19 tumor lines, its use in
photoprotective cosmetic formulations.

INDEX TERMS: Bee venom, northeastern Brazil, cytotoxicity, photoprotection.
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1.

INTRODUCAO

Em todo mundo, recursos que possuam moléculas bioativas com potencial atividade
terapéutica tem sido alvo de intensas investigacdes, sendo esses recursos buscados em toda a
biodiversidade, onde nesse contexto a caatinga tem se destacado bem entre os biomas do
nordeste brasileiro (BASTOS et al., 2011). Os produtos oriundos da colmeia tém oferecido
importantes contribui¢des para a civilizagdo humana e para economia, e dentre os produtos
apicolas o veneno da abelha (apitoxina) tem apresentado propriedades curativas (LEITE e
ROCHA, 2005).

A apicultura trata-se da criacdo de abelhas, sendo considerada uma atividade sustentavel
que pode ser desenvolvida por pequenos produtores, com retorno financeiro significativo e
baixo impacto ambiental, conservando espécies vegetais nativas e possibilitando a utilizagdo
permanente de recursos naturais (OLIVEIRA et al., 2010). Por ser um produto de alto valor
biolégico que apresenta muitas propriedades terapéuticas e um alto valor agregado
(ORSOLIC, 2011; MOREIRA, 2012; ZHOU et al.,2010), a produgdo da apitoxina demonstra
ser economicamente viavel, tornando cada vez mais atrativa sua extragdo no campo.

Das abelhas utilizadas na apicultura, as do género Apis, como a Apis mellifera,
popularmente conhecidas como abelha africanizada ou abelha do mel, sdo as mais comuns
(MOREIRA, 2012). Park et al. (2014a,b) também afirmam que a abelha européia é uma
espécie cosmopolita e amplamente utilizada na apicultura em todo o mundo.

A apitoxina produzida é o veneno utilizado por elas para proteger a coldnia contra a extensa
variedade de predadores (RATCLIFFE et al., 2007; ORSOLIC, 2011). Os individuos da
espécie A. mellifera produzem o veneno por meio de duas glandulas localizadas no interior do
abdémen da abelha operaria, uma de secre¢do acida e outra de secrecdo alcalina (KOKOT et
al., 2011; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010).

O veneno da abelha é um liquido incolor (BAQER & YASEEN, 2018), sendo uma mistura
complexa que possui varios peptideos, enzimas, aminas biologicamente ativas e componentes
ndo peptidicos, como histamina, dopamina e norepinefrina (SON et al., 2007). Sua
composicgdo consiste de 88 % &gua, e 0s 12% restantes contém componentes (LEANDRO, et
al., 2015), podendo essa composicdo variar em fungdo da idade, da sazonalidade e entre
regides geograficas (FERREIRA-JUNIOR et al., 2010; SCIANI et al., 2010). Dentre os

componentes 0s que mais se destacam sdo a melitina e a fosfolipase A2, que representam
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juntas cerca de 75% do seu peso seco (SCIANI et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et al.,
2010).

A terapia com a apitoxina para o tratamento de doencas tem sido usada na medicina
tradicional oriental desde 1000 e 3000 ac (KWON et al., 2001; PARK et al., 2004; ZHANG
et al, 2018). Seu potencial terapéutico é significativo no tratamento de doencas
neurodegenerativas (YANG et al., 2011; YOON et al., 2013; LEE et al., 2012; CHUNG et
al.,2012; KIM et al., 2011a,b; DOO et al.,2010; CAl et al.,2015; SILVA et al., 2015; ZHANG
etal, 2018). Além disso, 0 veneno também tem sido utilizado na industria de cosméticos como
auxiliar no retardo do envelhecimento (HAN et al., 2012).

Em estudos ja foi demonstrado que a melitina apresenta diversas atividades terapéuticas,
como hemolitica (ORSOLIC, 2011; ZHOU et al.,2010), analgésica (ZHOU et al., 2010) anti-
inflamatdria (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011; ZHOU et al., 2010), antibacteriana e
antifungica (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011), antinociceptiva (KIM et al., 2003),
hepatoprotetora (PARK et al., 2010) antiviral e antineoplésica (ORSOLIC, 2011; YANG et
al., 2011; RATCLIFFE et al., 2011; ZHOU et al., 2010).

Considerando que o Brasil tem sua localizacdo geografica que recebe a maior intensidade
de radiacgdes solares (CABRAL et al., 2011), é importante enfatizar que a fracdo UVA (321-
400) é a radiacdo que penetra profundamente na pele, atingindo a camada dérmica a qual esta
diretamente relacionada a lesGes cutaneas e a alta incidéncia de cancer de pele, tais como
carcinoma e melanoma (BAILLO e LIMA 2012). Na epiderme e derme, os raios UVB
promovem reagdes fotoquimicas e interacdes secundarias que geram radicais livres capazes
de promover estresse oxidativo e consequentemente danos ao DNA, proteinas e membrana
celular (ARIMON et al. 2015, ROMANHOLE et al., 2016).

Diante disso, nas ultimas décadas, os compostos derivados de fontes naturais, ganharam
atencdo consideravel para uso em produtos de protecdo solar, uma vez que a utilizacdo de
cosmeticos naturais & uma tendéncia do mercado internacional. Isso aumenta a importancia
de se estudar uma ampla selecdo de moléculas ativas em formulacdes de filtros solares
(SAEWAN e JIMTAISONG, 2015).

Estratégias recentes de fotoprote¢do, incluiram a incorporagdo de compostos antioxidantes
e anti-inflamatorios naturais em protetores solares (ALMEIDA et al., 2019). Tendo em vista
a importancia de se pesquisar o efeito fotoprotetor da apitoxina da Apis melifera do semiarido
do Rio Grande do Norte como moléculas ativas em formulagbes de filtros solares,
desenvolveu-se este estudo buscando avaliar seu potencial antioxidante, citotoxico e

genoprotetor que estariam associados a fotoprotecéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 APITERAPIA

Muitos modelos de medicina alternativa que ndo sdo considerados como validos pela
medicina convencional, apresentam resultados positivos em terapias, como a acupuntura,
fitoterapia, quiropraxia, apiterapia, homeopatia, aromoterapia, etc. A apiterapia como medicina
alternativa vem demonstrar uma nova forma de tratamento para a cura de diversas patologias
(MOREIRA, et al, 2012).

A apiterapia é definida como o emprego de produtos apicolas para finalidades
terapéuticas, que remonta a antiguidade, com aplicabilidade descrita desde Hipdcrates (460-
370 a.C.), Aristoteles (384-332 a.C.) e Galeno (130-200 d.C.) (HELNNER et al., 2007). Ela
pode envolver o uso da propria abelha na acupuntura ou de produtos de origem apicola (ZHU
e WONGSIRI, 2008). Esses produtos oriundos da colmeia, como o mel, a propolis e demais
produtos provenientes das abelhas, foram largamente utilizados por civilizagbes egipcias,
gregas, romanas e incas em prol da saide humana (RATCLIFFE et al., 2011).

A importante atividade antibacteriana do mel de abelhas deve ser destacada, cujo
mecanismo de acao tem alcancando estirpes resistentes aos antibidticos, como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginos. Adicionalmente, resultados positivos tém
sido obtidos frente a processos de cicatrizacdo e também mediante quadros de rinite alérgica
apos administracdo de mel ou da geléia real (RATCLIFFE et al., 2011). A propolis, resina
produzida pelas abelhas a partir de brotos, ramos e botGes florais de diversas partes das plantas,
apresenta suas propriedades bioldgicas ratificadas constantemente pela literatura e suas
atividades antioxidante, antimicrobiana e antitumoral, dentre outras, sdo amplamente
exploradas (CABRAL et al., 2009).

Dentre os produtos apicolas oriundos da colmeia, que tém oferecido importantes
contribuicdes para a civilizacdo humana e para economia, o veneno da abelha tem apresentado
varias propriedades curativas (SCHALKA, 2014), sendo a terapia com seu uso utilizada na
medicina tradicional oriental desde 1000 e 3000 ac (ZHANG et al, 2018), principalmente para
o tratamento da artrite, reumatismo e outras doengas auto-imunes, bem como contra o cancer,
doencas de pele, dor e infecgbes (RATCLIFFE et al., 2011; CHEN; LARIVIERE, 2010, KIM
etal., 2013). Segundo Chen e Lariviere (2010), a composi¢éo da apitoxina desperta o interesse
da comunidade cientifica desde o século XIX, e na década de 80 j& estimava-se a importancia

deste possivel agente terapéutico na medicina ocidental.
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Na Europa e em alguns mercados globais existem algumas formulas farmacéuticas
registradas para ser utilizado em terapias com o veneno de abelha bruto (MATYSIAK et al.,
2011), e atualmente existem varias técnicas para aplicacdo deste método, porém as mais
utilizadas s@o em pomadas ou gel, que tornam a toxina menos ativa. Aplica¢do sublingual,
subcutdnea com agulhas, injecdes ou picadas também sdo outras formas utilizadas na
terapéutica (MOREIRA, et al, 2012, ALI, 2012).

Os compostos presentes na apitoxina e em outras toxinas produzidas por animais
venenosos podem ser aproveitados no desenvolvimento de uma ampla gama de farmacos, e no
cenario atual, a utilizacdo do veneno de abelhas tém se mostrado uma proposta diferenciada de
produto a ser extraido da apicultura e com grande visibilidade no mercado externo
(MATYSIAK et al., 2011). Esses compostos oferecem excelentes fontes com altas
concentracdes de enzimas ativas, citocinas e neurotoxinas, que servem como ferramentas para
estudo do funcionamento subcelular dos sistemas nervoso e cardiovascular dos mamiferos
(MITCHELL, 2006).

Este fato tem sido reconhecido por varias empresas, em virtude da grande exploracédo
de produtos naturais provenientes de insetos, utilizando modernas técnicas de anélises
bioguimica e molecular (RATCLIFFE et al., 2011; MITCHELL, 2006). Son et al. (2007),
afirmaram que empresas farmacéuticas estdo atualmente financiando extensa investigacdao
sobre o potencial do veneno como a préxima geracdo de drogas no combate ao cancer.

Um importante exemplo € a pesquisa realizada por Lee et al. (2010a), onde o tratamento
com veneno de abelhas apresentou resultados favoraveis inclusive diante de condicGes
aterosclerdticas. Administrado via intraperitoneal, a toxina reduziu a formacdo de placas
ateroscleroticas e o nivel de lipidios séricos em camundongos. O tratamento com a apitoxina
diminuiu também o colesterol total e o teor de triglicérides, enquanto aumentava a lipoproteina
de alta densidade (HDL-C) nos animais com aterosclerose experimental.

Outro estudo realizado por OrSoli¢ (2011), apresentou resultados altamente relevantes
sobre o assunto, foi onde o autor evidenciou que a apitoxina apresenta resultados positivos
guando utilizada no tratamento de varios tipos de cancer, entre eles os canceres de bexiga,
figado, mama, prostata, pulmdo e rim. Segundo a pesquisa, a destruicdo das células
cancerigenas ocorre principalmente pela acdo dos componentes melitina, fosfolipase Az e
apamina, elementos que agem contra as células tumorais.

Deste modo, as vastas propriedades bioldgicas da apitoxina, e de seus principais
componentes, fazem deste, um importante produto apicola com largo potencial de

aplicabilidade terapéutica. Sendo assim, devido ao reconhecimento de suas propriedades
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terapéuticas no meio cientifico, a apitoxina configura-se como um recurso altamente relevante

a ser continuamente explorado a favor da saide humana.

2.2 Apis mellifera

A Abelha € um inseto que pertence a ordem dos himenopteros e a familia dos apideos, sendo
insetos sociais que vivem em colbnias. Sdo conhecidas cerca de vinte mil espécies diferentes e,
sdo as abelhas do género Apis mellifera que mais se prestam para a polinizacdo, ajudando a
agricultura, producdo de mel, geléia real, cera, prépolis e pélen (RAMOS e CARVALHO,
2007).

Os aspectos anatbmicos desta espécie consistem em um exoesqueleto, que fornece protecao
para 0s Orgdos internos, sustentacdo para os musculos e protecdo contra a perda de agua; e
estrutura corpdrea dividida em cabeca, térax e abdome (NOGUEIRA-COUTO; COUTO,
2002). A cabeca € a estrutura mais sensitiva do corpo, com os olhos, as antenas, o aparelho
bucal, as glandulas (internamente), duas antenas que possuem estruturas sensoriais para tato,
audicdo e olfato (SANDOZ, 2011) e o aparelho bucal, composto por duas mandibulas e a lingua
ou glossa (EMBRAPA, 2002).

No térax destacam-se 0s trés pares de pernas e dois pares de asas de estrutura membranosa,
grande quantidade de pélos, que possuem importante funcdo na fixacdo dos grdos de pdlen
quando as abelhas entram em contato com as flores (EMBRAPA, 2002), além dos espiraculos
(6rgdos de respiracao), esdfago (MEYER; WIESE, 1985) e glandulas salivares envolvidas no
processamento do alimento. No abdome encontram-se 6rgdos do aparelho digestivo,
circulatério, reprodutor, excretor, oOrgdos de defesa e glandulas produtoras de cera
(NOGUEIRA-COUTO; COUTO, 2002), além do ferrdo, no final do abdome, onde mediante
situaces de perigo identificadas pelo inseto ele excreta o veneno (HERNANDEZ, 2003).

Inseto trabalhador, disciplinado, a abelha convive num sistema de extraordinaria
organizacdo: em cada colméia existem cerca de 60 mil abelhas e cada col6nia é constituida por
uma unica rainha, dezenas de zangdes e milhares de operarias. As abelhas podem ser
consideradas de acordo com seus habitos, ou outras conveniéncias, em trés categorias: sociais,
solitarias e parasitas (CICCO, 2007).

A composicgdo social de um enxame se resume em trés individuos: a rainha, a operaria e o
zangdo. S6 a rainha € uma fémea normal reprodutora, com seus ovarios desenvolvidos. As
operarias sdo fémeas estéreis e somam o0 maior numero da populacdo de um enxame, sendo

responsaveis pelo equilibrio do conjunto. O zang&o é o macho. E o Unico individuo que ndo
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trabalha e tem acesso livre em qualquer colmeia. O comportamento da Apis mellifera €
resultante das interacdes entre o seu potencial genético, seu estado fisioldgico, as condi¢bes da
colmeia e do meio ambiente onde se encontra (TRINDADE et al., 2004).

Nas abelhas africanizadas as caracteristicas das abelhas africanas predominam, tais como a
grande capacidade de enxamear e a rusticidade. Muito agressivas, porém, menos que as
africanas, a abelha do Brasil tem grande facilidade de enxamear, alta produtividade,
relativamente tolerantes a pragas e doencas e adapta-se a climas mais frios, continuando o
trabalho em temperaturas baixas, enquanto as européias se recolhem nessas épocas (KERR,
1967; PEREIRA, 2003). A alta capacidade de defesa, de adaptacdo e a capacidade de
reproducdo com ciclo de vida mais curto que as demais subespécies aqui existentes, também
sdo caracteristicas das africanizadas (GONCALVES, 1994).

Em relacdo ao comportamento de coleta de alimento da espécie, a coleta de pdlen e néctar é
realizada pelas operarias, e se d& em funcédo da necessidade alimentar de carboidratos e proteina,
para o desenvolvimento populacional da colmeia. O néctar, matéria prima para a producéo do
mel, é responsavel pela energia propulsora do desenvolvimento populacional do enxame, e o
polen, € o grande responsavel pelo desenvolvimento da glandula hipofaringeana que secreta a
geléia real, a qual serve de alimento para todas as larvas, no inicio do desenvolvimento
(MARCHINI e MORET]I, 2003).

Para a sua sobrevivéncia é necessario que as abelhas utilizem formas de defesa através do
seu comportamento para a protecdo da col6nia, como € o caso da liberacdo do veneno no ato de
ferroar. Portanto, a apitoxina produzida é o veneno utilizado por elas para proteger a colénia
contra a extensa variedade de predadores (RATCLIFFE et al., 2007; ORSOLIC, 2011). Os
individuos da espécie A. mellifera produzem o veneno por meio de duas glandulas localizadas
no interior do abdémen da abelha operaria, uma de secrecdo acida e outra de secrecdo alcalina
(KOKOT et al., 2011; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010). O comportamento da Apis mellifera
é resultante das interacOes entre o seu potencial genético, seu estado fisiologico, as condi¢bes
da colmeia e do meio ambiente onde se encontra (COUTO, 1989).

Um estudo comparativo realizado entre a producdo e a liberagdo do veneno durante a
ferroada por abelhas africanizadas e hibridas europeias, constataram que as africanizadas
liberam maior quantidade de veneno, mesmo apresentando um menor volume no reservatorio
(FUNARI et al., 2004). O veneno, desde a sua producéo até a liberacdo, abrange um percurso
gue compreende o sistema glandular, o saco de veneno, o bulbo do ferrdo com sua respectiva
organizag&o muscular e o ferrdo (HERNANDEZ, 2003) (Figura 1).
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A glandula responsavel pela producéo do veneno em A. melifera passa apenas por um ciclo
secretor durante a vida das operarias adultas, este que se inicia no final do estigio de pupa.
Como em outras glandulas exdcrinas, o ciclo de desenvolvimento das glandulas de veneno da

inclui uma etapa ativo seguida por uma etapa de regressdo (ABREU et al, 2010.)
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Figura 1. Imagem do aparelho produtor e excretor de veneno.
Fonte: CAMARGO, 1970.

No momento da ferroada, o ferrdo da abelha se encaixa mediante contragdo muscular e
liberam o veneno, de maneira que ao ser usado contra animais com tecido cutaneo elastico
permanece encravado no tecido mole da vitima (OGAWA; KAWAKAMI; YAMAGUCHI,
2011). Quando a abelha tenta retira-lo, o ferrdo e o sétimo seguimento abdominal sdo cortados
e deixados in situ, devido a elasticidade do tecido corp6reo da vitima e a fragilidade da
musculatura abdominal que prende o aparelho de ferrdo das abelhas, culminando na morte do
animal por exaustéo ou pela perda continua da hemolinfa. Assim, o Gltimo géanglio nervoso e
0s musculos que operam o saco do veneno sdo deixados com o ferrdo (Figura 2), de modo que

ele continua a injetar o veneno no corpo da vitima (CHEN; LARIVIERE, 2010).
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Figura 2. Saco do veneno de abelha A. nigrocincta observado por microscopia 3D hirox
KH-8700]. Fonte: MOKOSULI et al., 2013.

2.3 APITOXINA

A palavra apitoxina vem do latim e significa: apis - abelha e toxikon — veneno. Ela é o
veneno produzido pelas abelhas, e talvez seja 0 mais intrigante dentre todos os produtos
apicolas (ZHOU et al., 2010). E produzido pelas abelhas com objetivo de proteger a colnia
contra a extensa variedade de predadores, que vao desde outros artrépodes a vertebrados
(ORSOLIC, 2011; RATCLIFFE et al., 2011; SCIANI et al., 2010). Na espécie A. mellifera, é
secretado por glandulas e armazenado no reservatério de veneno (ZHOU et al., 2010), onde a
glandula de veneno consiste em um filamento secretor unido na sua porg¢éo proximal com o
reservatorio, que se abre para o ferrdo (LELLO ,1971) . A secrec¢do no limen glandular e no
reservatorio € alcalina (CRUZ - LANDIM et al., 1967) , mas torna-se &cida ap0s secrecao
(LELLO, 1968).

Em estudos ja realizados, as analises bioquimicas mostraram que durante a fase ativa, a
glandula de veneno de A. mellifera segrega uma mistura de, pelo menos, 50 componentes
identificados, a maioria dos quais tém um efeito toxico sobre vérias espécies de insetos e
invertebrados (PONTES e OWEN, 1984). Esta substancia consiste em uma mistura complexa
de enzimas (KOKOT et al., 2011; SCIANI et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010;
HIDER, 1988), peptideos (MATYSIAK etal., 2011; KOKOT etal., 2011; SCIANI et al., 2010;
ZHOU et al., 2010; LEE et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010; HIDER, 1988) e
aminoacidos (ZHOU et al., 2010; HIDER, 1988), além de pequenas quantidades de
carboidratos e lipidios (HIDER, 1988). Adicionalmente, ja foi observado que a composicdo da
apitoxina pode variar em funcdo da sazonalidade e entre regides geograficas (FERREIRA-
JUNIOR et al., 2010; SCIANI et al., 2010).
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Em testes com ratos, este composto aumentou a memoria a curto prazo. A hialuronidase,
enzima que despolimeriza &cido hialurénico, facilita a entrada de substancias curativas e a
eliminacdo de substancias toxicas em uma area danificada. A dopamina € um neurotransmissor
que aumenta a atividade motora. E deficiente nos pacientes de Parkinson e excessivo em
pacientes psicopatas tratados com drogas neurolépticas (BECK, 1997). A apamina blogueia 0s
canais de Ca+2 + K durante a transmisséo sinaptica nos nervos e a adolapina é neurotransmissor
que tem efeito analgésico (SOKOL et al., 1994).

De acordo com a literatura, a melitina presente na apitoxina, apresenta intensa atividade
hemolitica (ORSOLIC, 2011; ZHOU et al., 2010), efeito analgésico significativo (ZHOU et al.,
2010) e importante a¢do antiinflamatoéria (OR§OLIC, 2011; YANG et al., 2011; ZHOU et al.,
2010), antibacteriana e antifingica (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011), e apresenta ainda
agdo antiviral e antitumoral (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011; RATCLIFFE et al., 2011;
ZHOU et al., 2010).

Além da melitina, dentre os componentes da apitoxina destaca-se também a fosfolipase
A, onde as duas constituem os principais componentes do veneno, representando juntas cerca
de 75% do seu peso seco (SCIANI et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010). A
fosfolipase Az, enzima de natureza glicoprotéica que catalisa a hidrolise de fosfolipidios
presentes nas membranas plasmaéticas celulares e desencadeia fenbmenos biogquimicos em
cascata, que convergem para o aparecimento de reacdes inflamatdrias. E um dos principais
componentes imunogénicos do veneno de Apis mellifera e pode contribuir para a toxicidade
generalizada no envenenamento, por uma interagio com a melitina (ORSOLIC, 2011).

Quando a fosfolipase A2 e a Melitina agem juntas seus efeitos sdo potencializados,
fazendo com que a lise celular ocorra mesmo na presenca de baixas concentracfes desses
componentes. A Melitina e Fosfolipase Az sdo ambas tdxicas e agem de forma sinérgica sobre
os fosfolipidios das membranas, resultando no comprometimento de sua integridade e da
membrana mitocondrial, comprometendo a fosforilacdo oxidativa e a cadeia respiratoria,
ocasionando dano tecidual. Essa atividade é exercida sobre diversos grupos celulares como
hemaécias, células musculares, hepatdcitos, fibroblastos, mastdcitos e leucdcitos (LIMA et
al.,2003).

A hialuronidase faz com que o acido halurénico fique mais fluido, facilitando a difuséo
dos componentes do veneno através dos espacos intercelulares dos tecidos, sendo conhecido
como "fator propagador” (CARDOSO et al., 2003). A Apamina esta presente em apenas 2% da
matéria seca. Age no sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), blogueando a

transmissdo de impulsos inibitérios. A injecdo de apamina em ratos mostrou que esta afeta
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especificamente as estruturas motoras e auditivas (VELEZ, 2010). O peptideo degranulador de
mastécitos (PDM) € o principal responsavel pela liberacdo dos mediadores de mastocitos e
basofilos, como a histamina, serotonina, derivados do acido araquiddnico e fatores que atuam
sobre plaquetas e eosindfilos. Desempenha papel no quadro de intoxicacdo histaminica
observada nas fases iniciais da ferroada (CARDOSO et al., 2003)

Testes imunolégicos detectaram a presenca de uma quantidade moderada de histamina
e mioglobina no veneno de A. mellifera, mas ainda néo se sabe precisamente a funcéo dessas
substancias (LIPPS e KHAN, 2001). A histamina parece provocar dor local, edema e
hiperemia. Lima et al. (2000) observaram a agdo proteolitica da protease do veneno de A.
mellifera e sugeriram que a enzima atua no processo de maturacdo ou na atividade de outros
componentes encontrados no veneno (AREDES, 2000).

A introducdo da apitoxina nos tecidos celulares desencadeia uma série de reacdes
biolégicas na membrana, que variam de acordo com a diversidade bioquimica de seus
constituintes. Elementos como fosfolipase Az, melitina, hialorunidase, apamina e peptideo
degranulador de mastécitos (MCD) interagem com a membrana celular ocasionando
importantes reagdes locais e sistémicas no organismo atingido (ORSOLIC, 2011;).

A extracdo da apitoxina pode ser realizada por meio da estimulacdo manual. Esta
técnica, que culmina na morte do animal, consiste numa leve pressdo no abdome da abelha que
favorecera a expulsdo do veneno pelo ferrdo, sendo este veneno liquido coletado por meio de
uma microcapsula (FERREIRA-JUNIOR et al., 2010; HIDER, 1988). Contudo, comumente é
realizada a extracéo elétrica.

Segundo Gramacho, Malaspina e Palma (1992), a técnica de coleta por extracdo elétrica
tem sido utilizada desde meados de 1950 e consiste na colocacdo de um coletor, composto por
placas de vidro e gerador de pulsos, conectado a bateria ou a outra fonte de energia, no alvado
da colmeia. Quando as abelhas pousam sobre a placa, recebem um choque e reagem no intuito
de ferroar a placa coletora elétrica, depositando uma carga de veneno entre o vidro e o material
protetor do equipamento, local onde seca e depois é raspado e vendido para a industria
farmacéutica ou laboratorio especializado, por exemplo, para ser utilizado em favor da saude
humana (ZHOU et al., 2010; HIDER, 1988).

A principal vantagem desta forma de obtencéo da apitoxina, € que ndo provoca a morte
do animal e ainda preserva o ferrdo da abelha (FERREIRA-JUNIOR et al., 2010).
Adicionalmente, estima-se que, independente do método de coleta, em uma ferroada a abelha
libera 1pug do veneno seco (HIDER, 1988).
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2.4 COMPOSICAO QUIMICA

A apitoxina é uma das mais importantes substancias que sdo produzidas por abelhas. A
principal composi¢do do veneno da abelha inteira sdo polipéptidos e enzimas de baixo peso
molecular. Peptideos como a degranulagdo de mastocitos (MCD) peptideo, apamina, adolapina
e melitina. Enzimas, tais como hialuronidase, fosfolipase A2 (PLA2), a-D-glicosidase,
lisofosfolipase,  a-acetilamino-deosiglucosidase, arilamidase e esterase do ido
fosfomonoesterase (SON at al., 2007).

O veneno da abelha é um liquido incolor (BAQER e YASEEN, 2018), sendo uma mistura
complexa que possui varios peptideos, enzimas, aminas biologicamente ativas e componentes
ndo peptidicos, como histamina, dopamina e norepinefrina, que tém diferentes acdes
farmacéuticas que ja foram descritas (SON et al., 2007). Sua composi¢do consiste de 88 %
agua, e 0s 12% restantes contém componentes (LEANDRO et al., 2015), podendo essa
composicdo variar em funcdo da idade, da sazonalidade e entre regides geogréaficas
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2010; SCIANI et al., 2010).

A melitina, proteina presente no veneno, ¢ uma substancia de elevada acdo anti-
inflamatdria, ocasiona dor e coceira, tem poderoso efeito bactericida (ANDREU et al., 1992) e
propriedades citotoxicas (DOLTCHINKOVA et al., 2003). O pH da melitina € altamente basico
(YANG et al., 2011), e ela constitui um tipo de peptideo hidrossollvel, que consiste de 26
aminoacidos com 6 cargas positivas (OR§OLIC, 2011; RATCLIFFE et al., 2011; ZHOU et al.,
2010). Os quatro residuos de aminoacidos com cargas positivas e 6 residuos de aminoacidos
com hidrofilia sdo localizados no fim carboxi-terminal, enquanto os 2 residuos de aminoacidos
com cargas positivas e 20 residuos de aminoéacidos com hidrofobia sdo situados no fim
aminoterminal (ZHOU et al., 2010).

A fosfolipase A2, enzima de natureza glicoprotéica que catalisa a hidrolise de
fosfolipidios presentes nas membranas plasmaticas celulares e desencadeia fendémenos
bioquimicos em cascata, que convergem para o aparecimento de reacdes inflamatorias. E um
dos principais componentes imunogénicos do veneno de Apis mellifera e pode contribuir para
a toxicidade generalizada no envenenamento, por uma interagio com a melitina (ORSOLIC,
2011).

As fosfolipases A, sdo enzimas dependentes de Ca2+ e liberam &cidos graxos e
lisofosfolipideos. Seu mecanismo de acéo esta relacionado a destruicéo de fosfolipides levando
a ruptura da membrana, com consequente formacao de "poros”, lise celular e assim, permitindo

a entrada do veneno nas células. Além do seu papel fundamental no metabolismo de lipideos,
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estas enzimas estdo intimamente relacionadas com a liberacdo de acido araquidénico, um
precursor de lipideos bioativos, tais como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, que
podem participar de uma variedade de funcGes bioldgicas, como regulacdo do sono, resposta
imune, inflamacé&o e percepcao da dor (DE MARIA et al., 2007).

A apamina, menor neurotoxina do veneno de abelha, equivale a 1 a 3% do peso seco do
veneno (HIDER, 1988), e consiste em um peptideo alcalino, polar, de 18 aminoécidos que
contém 4 cisteinas com duas ligacdes dissulfeto (Cis1-Cisl e Cis3-Cis1l5) (SPOERRI et al.,
1975; FREEMAN et al., 1986). Compdem também a apitoxina: histamina, hialuronidase,
catecolaminas (inclusive a dopamina) e serotonina (HERNANDEZ, 2003; ORSOLIC, 2011).

A difusdo dos componentes do veneno atraves dos espacos intercelulares dos tecidos
ocorre por acdo da hialuronidase, que faz com que o &cido halurénico fique mais fluido,
facilitando a, sendo conhecido como "fator propagador” (CARDOSO et al., 2003). J& a apamina
presente em apenas 2% da matéria seca do veneno, tem acao no sistema nervoso central (SNC)
e periférico (SNP), blogueando a transmissao de impulsos inibitorios. A injecdo de apamina em
ratos mostrou que esta afeta especificamente as estruturas motoras e auditivas (VELEZ, 2010).

O peptideo degranulador de mastécitos (PDM) € o principal responsavel pela liberacao
dos mediadores de mastdcitos e basofilos, como a histamina, serotonina, derivados do &cido
araquidonico e fatores que atuam sobre plaquetas e eosinofilos. Desempenha papel no quadro
de intoxicacgdo histaminica observada nas fases iniciais da ferroada (CARDOSO et al., 2003)

A histamina parece provocar dor local, edema e hiperemia. Lima et al. (2000)
observaram a a¢do proteolitica da protease do veneno de A. mellifera e sugeriram que a enzima
atua no processo de maturacdo ou na atividade de outros componentes encontrados no veneno
(AREDES, 2000).

2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A transferéncia de elétrons € um dos processos quimicos mais fundamentais para a
sobrevivéncia das células. O efeito colateral dessa dependéncia é a producéo de radicais livres
e outras espécies reativas de oxigénio (ERO) que podem causar dano oxidativo. Radicais livres
sdo atomos ou moléculas produzidos continuamente durante os processos metabdlicos e atuam
como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reagdes bioquimicas (BAE, 1999).

A oxidacdo é um processo metabdlico que leva a producdo de energia necessaria para as
atividades essenciais das células, e oxidantes sdo compostos produzidos pelo metabolismo

normal do corpo, que se ndo controlados podem provocar danos extensivos (ROESLER, et al,
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2007). Estas moléculas de radicais livres, geradas in vivo, reagem com DNA, RNA, proteinas
e outras substancias oxidaveis, promovendo danos que podem contribuir para o envelhecimento
e a instalacdo de doencas degenerativas, como cancer, aterosclerose, artrite reumatica, entre
outras. O processo oxidativo que ocorre mais frequentemente no organismo humano é
autoxidacdo dos acidos graxos insaturados, componente da membrana celular (MELO et al.,
2006).

Atualmente sabe-se que os antioxidantes tém grande importancia na luta contra os
radicais livres, que podem danificar moléculas bioldgicas com diferentes mecanismos de acéo
(YOUNG e WOODSIDE, 2001). Ja foi comprovado em estudos que as plantas produzem uma
grande variedade de substancias antioxidantes contra os danos moleculares causados por
espécies reativas de oxigénio, sendo os compostos fendlicos o principal grupo de compostos
antioxidantes de origem vegetal. Entre os fendis, os flavonodides constituem o grupo mais
importante (GOUVEA, 2004).

O organismo humano possui substancias antioxidantes enddgenas, (ex. Se—glutationa
peroxidase, catalase, e superdxido dismutase), porém quando essas ndo sdo capazes de conter a
producdo excessiva dessas espécies reativas de oxigénio, o uso de antioxidantes exdgenos
através da dieta se faz necessario (PIETTA, 2000). Os antioxidantes naturais sao bem indicados
para minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo celular (GOUVEA, 2004).

Compostos tipicos que possuem atividade antioxidante incluem a classe de fendis, acidos
fenolicos e seus derivados, flavonodides, tocoferdis, fosfolipidios, aminoacidos, acido fitico,
acido ascorbico, pigmentos e esterdis. Antioxidantes fenélicos sdo antioxidantes primarios que
agem como terminais para os radicais livres (ROESLER, et al, 2007).

Em funcéo da grande diversidade quimica existente, particularmente, entre 0s compostos
fenolicos, varios ensaios tém sido desenvolvidos para avaliar a capacidade antioxidante de
diferentes amostras. Alguns deles determinam a habilidade dos antioxidantes para sequestrar
radicais livres gerados no meio da reacdo, outros avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em
inibir a peroxidacao lipidica por meio da quantificacdo dos produtos da reacdo, como dienos
conjugados e hidroperoxidos, bem como dos produtos de decomposi¢éo da peroxidacao lipidica
ou medindo a inibig¢do da oxidacao do lipidio do sistema pelo antioxidante a ser testado (MELO
et al., 2006).

A fim de estabelecer a toxicidade de novos produtos naturais, dos muitos ensaios que
podem ser utilizados, o radical DPPH é muito usado para se avaliar a capacidade sequestradora
de produtos apicolas, sendo ele um cromoforo extremamente estavel que apresenta uma banda

de absorcdo no comprimento de onda de 515 nm em meio alcoolico e possui uma coloracao
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violeta intensa. Conforme o DPPH vai sendo reduzido por um antioxidante, seu elétron torna-
se emparelhado e a absortividade desaparece. No sistema p-caroteno/acido linoleico a atividade
de uma amostra ou composto em proteger um substrato lipidico, representada pela oxidacao do
[-caroteno, é determinada por meio da atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante
a peroxidacao do acido linoleico (CABRAL et al., 2006).

E importante salientar ainda que a atividade antioxidante é influenciada pelo substrato
lipidico utilizado no ensaio, o solvente e a técnica de extracdo empregados (FRANKEL, 1993;
MADSEN e BERTELSEN, 1995). No que concerne aos solventes organicos, o metanol, por
conseguir extrair elevada quantidade de compostos bioativos, tem sido apontado como o mais
efetivo (ECONOMOU et al., 1991).

Hoje em dia, o interesse no uso de antioxidantes nos alimentos, farmacéuticos e nas
industrias cosméticas estdo em constante crescimento. No entanto, as preocupacfes com a
seguranca e a toxicidade antioxidantes sintéticos ainda ndo foram superados (POKORNY,
2007; ITO et al., 1986). Portanto, a necessidade de novos e fontes antioxidantes mais seguras

ainda sdo mantidas.

2.6 ATIVIDADE CITOTOXICA

Estudos in vitro a respeito da inducédo e progressdo da transformacéo celular induzida
por carcinégenos quimicos podem propiciar importantes esclarecimentos a respeito dos
mecanismos envolvidos neste processo e serem de utilidade para o desenvolvimento de
estratégias quimiopreventivas ou quimioterapéuticas para o0 uso humano. Além disso, a
compreensdo dos eventos celulares que acompanham a progressdo de transformacdo até o
fendtipo neoplasico resultante, oferece a possibilidade de intervengdo e prevencao seletivas
durante os multiplos estagios da transformacao celular (ZHU; GOODERHAM, 2002).

Com o aprimoramento da cultura de células foi possivel, no final da década de 80, o
desenvolvimento de linhagens celulares oriundas de tumores humanos, que possibilitaram o
desenvolvimento da metodologia para triagem in vitro (NCI, 2012). Sendo assim, o crescente
controle e o maior rigor para usar animais de laboratorios, faz necessario o desenvolvimento e
a padronizacéo de teste in vitro que possam apontar a toxidade de substancias que futuramente
possam ser utilizadas em seres humanos e animais, principalmente aqueles de aplicacdo clinica,
como os biomateriais que ndo devem causar reagcdes adversas e nem lesar o organismo
(FROZZA, 2013).
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Os testes de citotoxicidade realizados in vitro, sdo parte do screening inicial para
determinar o possivel potencial antitumoral de um produto natural (OLIVEIRA et al., 2012).
Muitos estudos tem relatado que alguns produtos naturais inibem o crescimento de células
tumorais e metastases, induzindo apoptose e sugerindo uma crescente aplicacdo destes
compostos naturais como um tratamento de medicina alternativa de tumores humanos (YUSUF
et al, 2007).

O potencial citotoxico de um produto natural ou sintético € analisado através de ensaios
quantitativos pelo método colorimétrico do MTT, que segundo Mosmann (1983), é um dos
testes mais utilizados pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) para uso em
programas de avaliagdo da atividade antineoplésica na rotina de triagem de drogas anticancer.

O ensaio de MTT é um teste que analisa a viabilidade ou proliferacao celular através do
dano celular, uma vez que a enzima succinato desidrogenase, presente nas mitocondrias das
células vivas reduz o sal MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazdlio]}, de
coloragédo amarela, a um produto chamado formazana, de coloracéo azul/violeta. Dessa maneira
a quantidade de formazan medida por espectrofotometria é diretamente proporcional ao numero
de células viaveis (PORTO et al., 2011).

Como parametro de atividade antitumoral, o Instituto Nacional do Céncer dos Estados
Unidos (NCI) em seu programa de triagem de drogas anticancer, considera como compostos
ativos com atividade antineoplésica, os compostos que apresentarem Clso < 30 ug/mL
(ITHARAT et al., 2004). Ainda segundo o referido Instituto, compostos que apresente tais
valores de 1Cso merecem ser submetidos a analises de citotoxidade mais detalhadas.

Alguns estudos ja demonstraram resultados satisfatorios quanto ao potencial antitumoral
da apitoxina. Liu et al. (2002), demonstraram que in vivo o veneno da abelha inibiu a
proliferacdo de células de melanoma da linhagem B16 e promoveu a morte das células
neoplésicas por induzir a apoptose e a fragmentacdo de DNA, sendo esses fatores considerados
pelos referidos autores como 0s possiveis mecanismos atraves dos quais 0 veneno de abelha
inibe o crescimento do tumor.

Orsoli¢ (2012) sugere que o mecanismo fundamental do efeito citotoxico do veneno da
abelha ocorre través da ativacdo da fosfolipase A2 pela melitina. Miran et al. (2012)
descobriram que o veneno de abelha e seu principal componente, a melitina, inibiu o
crescimento celular de células epiteliais de cancer de ovario humano (SKOV3 e PA-1), também
através da inducdo de morte celular por apoptose, em uma dose dependente da concentragéo,
com um valor de ICso de 1,5 e 3,8 pug / ml em células SKOV3 e 1,2 € 2,6 ug / ml em células

PA-1, respectivamente. Além disso, varios estudos demonstraram que o veneno de abelha e /
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ou melitina tém efeitos anti-cancer, incluindo prostata (PARK et al., 2010b), figado (LIU et al.,
2008), mama, células cancerosas renais (PARK et al., 2010a).

A replicacdo e a transcricdo sdo processos celulares essenciais 0 qual o DNA tem
participacdo, um dano que desestabiliza este &cido nucleico pode gerar interferéncias nestas
fases da divisdo celular, como também levar & morte celular e a indu¢do de mutacdes que
causam cancer e que contribuem para o processo de envelhecimento. Torna-se importante
avaliar possiveis eventos que levam a instabilidade gendmica bem como aqueles ligados a
manutencdo da estabilidade do genoma (HOEIJMAKERS, 2009).

2.7 GENOPROTECAO

A genotoxicidade ou toxicologia genética € uma especialidade que estuda e identifica a
acdo de qualquer agente que produz efeitos toxicos e genotoxicos, sobre o material genético
(AQUINO, 2010). Baseado nesse contexto, é importante evidenciar que obter novas estruturas
guimicas menos toxicas e identificar um produto que contenha potencial atividade genotdxica
e/ou carcinogénica, se faz necessario nos estagios iniciais da pesquisa a realizacéo de estudos
de genotoxicidade, sendo esta uma étima alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos
(NIWA et al., 2013).

Considerando que o dano ao DNA pode interferir em processos celulares essenciais,
como a replicagdo e a transcricdo, além de poder levar a morte celular e induzir mutacdes que
causam cancer e que contribuem para o processo de envelhecimento, torna-se importante
avaliar possiveis eventos que levam a instabilidade gendmica bem como aqueles ligados a
manutencdo da estabilidade do genoma (HOEIJMAKERS, 2009). Testes de
mutagenotoxicidade mensuram danos no DNA, que vem a ser um fator relevante no inicial do
desenvolvimento de células neoplésicas. Os testes de toxicidade genética e carcinogénese, sao
utilizados com frequéncia para uma varredura do espectro toxicoldgico de substancias quimicas
e medicamentos, e também para a descoberta de genoprotetores para 0 uso cotidiano da
prevencdo de mutacdes ao DNA (NIWA et al.,2013).

E possivel detectar danos no DNA celular utilizando-se do ensaio cometa, método
o qual utiliza o material genético da célula, realizando fragmentacdo com o uso de substancias
quimicas ou radiacao, e a seguir € submetido a uma eletroforese, dessa forma, ocorre a migragéo
do DNA fragmentado sobre o gel de agarose e extremidades quebradas da molécula de DNA,

de carga negativa, tornando-se livres para migrar no campo eléctrico em sentido ao anodo,
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formando assim uma estrutura que se assemelha a um cometa. O comprimento e a quantidade

de DNA na cauda do cometa refletem o dano ao material genético (FIKROVA, 2011).

Toda e qualquer substancia que atuar na prevencéo ou reducdo da mutagenicidade de
um agente mutagénico recebe o titulo de agente antimutagénico. No entanto, 0 modo de acao
preventivo desta substancia pode ocorrer de duas maneiras: pela inativacdo do mutageno, antes
do seu ataque ao DNA, ou pela inibicéo da fixacdo de uma mutagdo no DNA de um organismo.
Desta forma, estes autores sugerem as denominagdes agentes “desmutagénicos” inativam a

substancia) e “bio- antimutagénicos” inibem fixac¢ao da mutacdo (KADA e SHIMOI, 1987).

2.8 FOTOPROTECAO

Os compostos derivados de fontes naturais, ganharam atencdo consideravel nas ultimas
décadas para uso em produtos de protecdo solar, uma vez que a utilizagdo de cosméticos
naturais é uma tendéncia do mercado internacional. Isso aumenta a importancia de haver uma
ampla selecdo de moléculas ativas em formulacbes de filtros solares (SAEWAN e
JIMTAISONG, 2015). Diante disso, estratégias recentes de fotoprotecdo incluiram a
incorporacdo de compostos antioxidantes e antiinflamatérios naturais, como flavonoides, em
protetores solares e a administracdo oral de extratos antioxidantes naturais (ALMEIDA et al.,
2019).

Entre as propriedades farmacoldgicas estudadas em produtos naturais estd a acao
fotoprotetora. A fotoprotecdo comecou a ser, extremamente, valorizada, ndo somente para a
prevencdo das gqueimaduras solares, mas em virtude dos seus efeitos preventivos contra 0s
efeitos nocivos da radiacdo UVA e UVB deletérias as células, estruturas celulares e o
desenvolvimento de canceres de pele (BISSONETTE, 2008; RIGEL, 2008; RUNGER &
KAPPES, 2008).

As pesquisas por novos protetores solares vém ganhando importancia na indastria
farmacéutica em decorréncia dos maleficios causados pela exposi¢do excessiva aos raios
ultravioletas (UV), que causam inimeras alterac6es cutaneas, como ressecamento, formacéo de
rugas, envelhecimento precoce, imunossupressao, alteracdes quimicas e histologicas, danos ao
DNA, podendo evoluir para cancer de pele (GILABERTE e GONZALEZ, 2010; LEITE
et al., 2015; MEDINA; LOUCHARD; GONCALVES, 2015).

Os produtos naturais podem atuar como excelentes fotoprotetores, por sequestrar 0s
radicais livres, gerados por cromoforos epidermais lesionados pela radiacdo UV e exercer assim

efeitos inibitérios em diversos eventos celulares, bem como moleculares, induzidos pela
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radiacdo UV capazes de lesionar a pele (AFAQ, 2011). Adicionalmente, os produtos naturais
quando utilizados em formulagbes tdpicas, podem proporcionar efeitos benéficos
complementares, protegendo a pele através da absorcdo, reflexdo ou dispersdo da radiacédo
ultravioleta (MELO e SIQUEIRA, 2012).

Por outro lado, a adigdo de uma porgdo apropriada de filtros naturais aos filtros
sintéticos, pode contribuir para diminuir a concentragdo de substancias sintéticas que possam
causar efeitos indesejados no uso das formulacdes antissolares, além de favorecer a producao
de melanina e exercer a¢cdes emoliente e umectante (GONZALEZ et al., 2008).

A atividade bioldgica de um protetor solar é avaliada por sua habilidade em proteger a
pele de eritemas e edemas, reduzir o risco de queimaduras e o risco de carcinoma de celulas da
camada basal e espinhosa (TOYOSHIMA et al., 2004), sendo portanto capazes de absorver,
refletir ou refratar a radiacdo ultravioleta e assim proteger a pele da exposicéo direta da luz solar
(GIOKAS et al., 2005). Diante disso, véarios extratos e 6leos de plantas tém sido utilizados em
produtos cosméticos como filtros solares, devido a acdo fotoprotetora.

Embora pesquisas avaliando o uso da apitoxina como fotoprotetor ainda ndo tenham
sido consolidadas, estudos realizados por Karapetsas et al. (2019), com dez amostras de
prépolis, coletadas em diferentes regides da Grécia, durante a primavera e outono, demostraram
que o extrato da prépolis grega, possui forte atividade antioxidante, antimutagénico e
propriedades antienvelhecimento, e também exerceu protecdo aos queratindcitos dos efeitos

deletérios da radiacdo UVB.
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3. JUSTIFICATIVA

Como grande parte da superficie demografica do Brasil estd entre o tropico de
Capricornio e o Equador, sua localizacdo geografica recebe uma maior intensidade de radiacdes
solares (CABRAL et al., 2011). E importante considerar que a fragdo UVA (321-400) é a
radiacdo que estd diretamente relacionada a lesdes cutdneas, como queimaduras,
fotoenvelhecimento, hiperpigmentacao, eritemas e a alta incidéncia de cancer de pele tais como
carcinoma e melanoma (BAILLO e LIMA, 2012).

Os raios UVB promovem reagdes fotoquimicas e interagdes secundarias que geram
radicais livres capazes de promover estresse oxidativo e consequentemente danos ao DNA,
proteinas e membrana celular (ARIMON et al. 2015, ROMANHOLE et al., 2016). Sendo
assim, os estudos sobre genotoxicidade representam um papel importante no desenvolvimento
de novos farmacos, a fim de se identificar uma potencial atividade genotoxica e/ou
carcinogénica e para auxiliar na obtencdo de novas estruturas quimicas menos toxicas (NIWA
etal.,2013).

Compostos derivados de fontes naturais ganharam atencdo consideravel para uso em
produtos de protecdo solar e reforcaram a tendéncia do mercado em direcdo a cosméticos
naturais. 1sso aumenta a importancia de haver uma ampla selecdo de moléculas ativas em
formulacbes de filtros solares (SAEWAN e JIMTAISONG, 2015). Portanto, estratégias
recentes de fotoprotecdo, incluiram a incorporacdo de compostos antioxidantes e
antiinflamatdrios naturais, em protetores solares (ALMEIDA et al., 2019).

Diante do exposto, este estudo contribuird com o desenvolvimento de mais um produto
natural ainda ndo estudado quanto a sua acao antissolar, ja que a fotoprote¢cdo comecou a ser,
extremamente valorizada, reforcando a tendéncia do mercado em direcdo a cosméticos
naturais, quanto a prevencdo das queimaduras solares e efeitos preventivos contra os efeitos
nocivos da radiacdo UVA e UVB (RIGEL, 2008; RUNGER e KAPPES, 2008).

Além disso, por ser a apitoxina um produto com alto valor agregado, possibilitando a
utilizacdo permanente de recursos naturais, contibui para fortalecer e incentivar a apicultura
como atividade econdmica na regido do semiarido do Rio Grande do Norte, tornando-se mais
uma alternativa para aumentar a renda dos pequenos produtores rurais e

agricultores familiares.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar o potencial fotoprotetor, genoprotetor e antineoplasico da apitoxina produzida

pela abelha Apis melifera do semiarido do Rio Grande do Norte.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade antioxidante da solucdo de apitoxina.

e Auvaliar o potencial antineoplasico frente as linhagens tumorais PC3, HEPG2, MDA-
MB435, SBN19 e L929.

e Auvaliar o potencial genoprotetor da solucdo de apitoxina em linhagem de fibroblastos
(L929).

e Avaliar a citotoxicidade da apitoxina em culturas de células de fibroblastos (L929) e
queratindcitos (HACAT).

e Desenvolver de um gel fotoprotetor contendo apitoxina e avalia-lo quanto ao Fator de
Protecdo Solar (FPS).

e Avaliar in vivo a eficicia fotoprotetora da formulacdo com a apitoxina através da
avaliacdo macroscopica e histologica da pele de ratos Wistar submetidos a irradiacdo
UVB.
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ABSTRACT .- Viana G.A., Freitas C.l.A, Rodrigues V.H.V, De Sousa D.M.N, Coelho W.A.C,
De Almeida J.G.L. & Batista J.S. 2019. [Antioxidant, genotoxic, antigenotoxic and
antineoplasic activities of apitoxin by Apis mellifera in Rio Grande do Norte semiarid,
Brazil.]. Atividades antioxidante, genotdxica, antigenotdxica e antineoplasica da apitoxina
produzida por Apis mellifera no semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil. Journal of Apicultural
Research 00(0):00-00. Departamento de Ciéncias Animais, Universidade Federal Rural do Semi-
Avrido, Av. Francisco Mota, Presidente Costa e Silva, Mossor6, RN 59625-900, Brazil. E-mail:
geysaalmeidav@hotmail.com

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the antioxidant, genoprotective and antineoplastic
activities in vitro of apitoxin produced by the bee Apis mellifera in the semiarid of Rio Grande
do Norte. Therefore, the antioxidant activities of the aqueous solution of apitoxin were evaluated
by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrilhydrazyl) method, as well as the in vitro evaluation of its
genotoxic and antigenotoxic potential through the comet assay. In vitro antineoplastic activity in
human tumor cell lines: poststrate adenocarcinoma (PC3), hepatocellular carcinoma (HEPGE?2),
melanoma (MAD-MB435) and astrocytoma (SNB19) were verified by the MTT [3- (4 bromide)
colorimetric method. , 5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium]. Apitoxin had no
genotoxic effect on L929 cells at concentrations of 30 pg / mL, 10 pg / mL and 5 pg / mL after
24 hours of exposure. Also at all tested concentrations apitoxin promoted a significant reduction
in the DNA damage index (idDNA) when compared to the positive control (cells treated with the
genotoxic substance H202). At 30 pg / mL, apitoxin attenuated the genotoxic effects induced by
H202, since at that concentration the percentage reduction in genotoxicity was 51.2 + 10.6 pg /
mL. Apitoxin also demonstrated in vitro antineoplastic potential, since at concentrations of 50
ug / mL and 25 pg / mL, cytotoxic effect was observed with significant reduction of viability
percentages of human prostate adenocarcinoma (PC3) tumor cell lines, hepatocellular carcinoma
(HEPGEZ2), melanoma (MAD-MB435) and astrocytoma (SNB19). In addition, apitoxin was able
to inhibit cell viability more efficiently in tumor lineages compared to non-neoplastic normal
(L929) cells, suggesting a selective action. The high antioxidant activity evidenced, associated
with the absence of genotoxic effect, genoprotective effect and antineoplastic effect provide
indications of the therapeutic potential of apitoxin.

INDEXING TERMS: Northeast Brazil, Genotoxic and genoprotective effects, in vitro
antitumor activity.
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RESUMO: Este estudo objetivou avaliar as atividades antioxidante, genoprotetora e
antineoplasica in vitro da apitoxina produzida pela abelha Apis mellifera no semiarido do Rio
Grande do Norte. Para tanto, foram avaliados a atividades antioxidante da solu¢do aquosa de
apitoxina através do método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), bem como a avaliacdo in
vitro do seu potencial genotoxico e antigenotoxico através do ensaio cometa. A atividade
antineoplasica in vitro nas linhagens de células tumorais humanas de adenocarcinoma de
postrata (PC3), carcinoma hepatocelular (HEPGEZ2), melanoma (MAD-MB435) e astrocitoma
(SNB19) foram verificadas através do método colorimétrico MTT [brometo de 3-
(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]. A apitoxina ndo exerceu efeito genotdxico em
celulas da linhagem L929 nas concentracdes de 30 pg/mL, 10 pg/mL e 5 pg/mL apds 24 horas
de exposi¢do, sendo apenas evidenciado esse efeito na concentracdo de 50 pg/mL. Também,
em todas as concentracdes testadas, a apitoxina promoveu reducdo significativa do indice de
dano ao DNA (idDNA) quando comparado ao controle positivo (células tratadas com a
substancia genotoxica H202). Na concentracdo de 30 pg/mL a apitoxina atenuou os efeitos
genotdxicos induzidos pelo H.O2 uma vez que na referida concentracao o percentual de reducgao
da genotoxicidade foi de 51,2 + 10,6 pg/mL. A apitoxina também demonstrou um potencial
antineoplésico in vitro, uma vez que nas concentragdes de 50 pg/mL e 25 pg/mL foram
observados efeito citotdxico, com reducdo significativa dos percentuais de viabilidade das
linhagens de células tumorais humanas de adenocarcinoma de prostrata (PC3), carcinoma
hepatocelular (HEPGE2), melanoma (MAD-MB435) e astrocitoma (SNB19). Além disso, a
apitoxina foi capaz de inibir a viabilidade celular de forma mais eficiente nas linhagenss
tumorais quando comparada com células normais (L929) ndo neoplésicas, sugerindo uma acéo
seletiva. A alta atividade antioxidante evidenciada, associada a auséncia de efeito genotoxico,
genoprotetor e antineoplasico fornecem indicios das potencialidades terapéuticas pela
apitoxina.

TERMOS DE INDEXACAO: Veneno abelha, Nordeste-Brasil, Efeitos genotoxico e
genoprotetor, atividade antitumoral in vitro.
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INTRODUCAO

Dentre os produtos de origem apicola, a apitoxina tem se destacado, por apresentar
importantes propriedades terapeuticas e suscitado interesse da industria farmacéutica para
extracdo de novos principios bioativos a serem utilizados na fabricacdo de medicamentos
(CHERNIACK, 2010; RATCLIFFE et al., 2011). Apitoxina (do latim: apis - abelha e toxikon
—veneno) é o veneno produzido pela Apis mellifera, por meio de duas glandulas localizadas no
interior do abddmen da abelha operaria, com objetivo de proteger a coldnia contra a extensa
variedade de predadores, que vao desde outros artropodes a vertebrados (SCIANI et al., 2010;
ORSOLIC, 2012; RATCLIFFE et al., 2011).

A composicdo da apitoxina consiste de 88 % agua, e 0s 12% restantes contém diversos
componentes (LEANDRO, et al., 2015), podendo essa composic¢éo variar em funcao da idade,
da sazonalidade e entre regides geograficas (FERREIRA-JUNIOR et al., 2010; SCIANI et al.,
2010). Dentre os componentes 0s que mais se destacam sdo a melitina e a fosfolipase Az, que
representam juntas cerca de 75% do seu peso seco (SCIANI et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR
etal., 2010).

Estudos mostram que o veneno da abelha apresenta diversas atividades terapéuticas,
como hemolitica, analgésica, anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica (ZHOU et al., 2010;
ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011), antinociceptiva (KIM et al., 2003), hepatoprotetora
(PARK etal., 2010) antiviral e antitumoral (ZHOU et al., 2010; ORSOLIC, 2011; RATCLIFFE
et al., 2011; YANG et al., 2011). A apitoxina também tem apresentado potencial terapéutico
significativo no tratamento de doencas neurodegenerativas, como a esclerose lateral amiotréfica
(ELA) (YANG et al., 2011; LEE et al., 2012), Alzheimer (SUN et al., 2004) e a doenca de
Parkinson (DOO et al., 2010; KIM et al., 2011a,b; CHUNG et al., 2012; LEE et al., 2012;
YOON et al., 2013). Sua utilizagdo na indUstria de cosméticos também tem sido bastante
explorada nos ultimos tempos, principalmente como auxiliar no retardo do envelhecimento
(HAN; LEE; PARK, 2012).

Devido ao reconhecimento de suas propriedades terapéuticas no meio cientifico, a
apitoxina configura-se como um recurso altamente relevante a ser continuamente explorado,
onde apesar de resultados cientificos serem encorajadores, mais pesquisa S0 necessarias,
especialmente com modelos humanos, antes que a comunidade médica passe a usar 0 veneno

de abelha como indicacdo terapéutica no tratamento para doencas (RATCLIFFE et al., 2011).
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O maior conhecimento da atividade biologica da apitoxina extraida de colmeias no
Nordeste brasileiro podera contribuir para valoriza¢do do produto e ampliar o mercado para sua
comercializacdo, dessa forma, o presente estudo teve como objetivos avaliar as atividades
antioxidante, genoprotetora e anti neoplasica in vitro da apitoxina produzida pela abelha Apis

mellifera no semiérido do Rio Grande do Norte.

MATERIAL E METODOS

Obtencdo das amostras da Apitoxina

As amostras da apitoxina da abelha Apis mellifera foram coletadas no distrito de Dom
Marcolino, Maxaranguape, no estado do Rio Grande do Norte, a partir do més de julho de 2017.
A técnica utilizada para coleta foi a mesma proposta por Gramacho, Malaspina e Palma (1992),
por estimulagdo elétrica, onde as placas coletoras foram colocadas na entrada das colmeias e
conectadas a um dispositivo que promove impulsos elétricos (Figura 1). Esses impulsos
provocaram um choque nas abelhas, que logo em seguida ferroaram a placa como forma de
defesa, liberando o veneno na forma liquida, que ficou depositado entre o vidro da placa e o
material protetor do equipamento.

Ap0s secagem em estufa com circulacdo forcada de ar a 40°C, durante 48 horas, 0 veneno
foi raspado do vidro (Figura 2), pesado em balanca analitica de precisao e em seguida preparada
uma solucdo de 50 mg/mL utilizando-se agua destilada como diluente. A solucdo pronta foi
entdo armazenada em recipiente de vidro &mbar, envolvido em papel laminado e acondicionada
em freezer (-20 °C) até o momento do uso.

As técnicas de coleta utilizada seguiram as determinac@es da Instrucdo Normativa N° 3,
de 19 de janeiro de 2001 do Ministério da Agricultura, visando uma amostra com padrdo de

qualidade.
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Figura 1. Coleta das amostras de apitoxina de A. melifera obtidas no
semiarido do Rio grande do Norte. Fonte: Arquivo pessoal, 2016.

Figura 2. Amostra de apitoxina de A. mellifera obtida na regido do
semiarido norteriograndense Fonte: Arquivo pessoal, 2016.

Obtencéo e cultivo das células tumorais

As células utilizadas nos ensaios de citotoxidade estdo listadas abaixo quanto ao tipo

histologico e a origem (tabela 1).

50



Tabela 1. Linhagem, tipo histologico e origem das células tumorais utilizadas nos ensaios de
citotoxidade.

Linhagem celular Tipo histologico Origem
PC3 Adenocarcinoma de préstata Humana
HEPG2 Carcinoma hepatocelular Humana
MDA-MB435 Melanoma Humana
SNB19 Astrocitoma Humana
L929 Fibroblasto Murino

As linhagens tumorais foram provenientes do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ),
e fornecidas pela Biotechcell®, empresa incubada a Universidade Federal do Ceara (UFC). As
células foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (75 cm?, volume de 250mL) em meio
de cultura RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico
(Penicilina/Estreptomicina), sendo posteriormente incubadas em estufa a 37°C com atmosfera
de 5% de CO.. O crescimento celular foi observado com a ajuda de um microscopio de inversao

a cada 24 horas.

Avaliacdo da atividade antioxidante

Para avaliagdo da atividade antioxidante foi utilizado o método fotocolorimétrico in vitro
do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) descrito por Mensor et al. (2001). Para isso,
a solugdo da apitoxina na concentragdo de 1mg/mL foi diluida gradativamente em metanol,
resultando em diferentes concentracdes (1; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 e 0,1mg/mL). Um mililitro de cada
concentragdo foi posta em tubos de ensaio juntamente com 1,5mL de uma solugdo metanolica
de DPPH 60umol.L-1. Apds 15 minutos foi medida a absorbancia das amostras em
espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 517nm, tendo como branco somente o
metanol.

O éacido ascorbico foi utilizado neste experimento como controle positivo, nas mesmas

concentracdes das amostras em teste. A porcentagem de inibicdo referente a cada concentragédo
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da solucdo da apitoxina foi obtida a partir da relacdo da absorbancia do mesmo com a
absorbancia de uma solugéo contendo 1mL de metanol e 1,5mL da solucéo de DPPH.
A capacidade de inibir o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi calculada

utilizando-se a equacao:

Atividade Antioxidante (%) = A controle (-) - Aamostra x 100

A controle (-)

Foi construida a curva padrdo de DPPH plotando-se o valor médio das
absorbancias obtidas pelas concentracdes da solucdo. Apds a obtengdo dos valores percentuais
de inibicdo do radical livre, os mesmos foram analisados em Software Oringin 7.0 com a
finalidade de se obter um grafico que apresentasse valores pelo quais seria calculada a
concentracdo inibitoria de 50% do radical DPPH (IC50), que seria a concentra¢do da amostra
necessaria para consumir 50% do DPPH.

Avaliacao do potencial genoprotetor

Foi avaliado o efeito genoprotetor da solucdo de apitoxina em fibroblastos da linhagem
929 (0,7x10°células/mL), cultivadas em DMEM (Dulbecco modification of Minimum
Essential Media; GIBCO®), suplementadas com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos.
As células foram expostas ao perdxido de hidrogénio (H202; 150uM por 2h de exposicao) para
inducdo da genotoxicidade (controle positivo) e a dgua destilada estéril (controle negativo). As
culturas celulares também foram co-tratadas com concentragGes crescentes de amostras da
solucéo com apitoxina (50, 30, 10 e 5pg/mL) e H2O> (150pM), durante 2h a 37°C em atmosfera
de 5% de COz2 (grupo teste).

As células foram homogeneizadas em agarose 0,8% e espalhadas em laminas preparadas,
as quais foram mergulhadas em solucdo de lise por 1h, seguida de neutralizag&o.
Posteriormente, as ldminas foram mantidas em tampéo de eletroforese a 4°C por 20 minutos,
seguido de corrida por 20 minutos, 1,6Vcm™. As laminas foram coradas em uma solugdo de
brometo de etidio (20pug/mL) e analisadas com o auxilio de microscépio de fluorescéncia.

O grau de lesdo do DNA foi identificado visualmente atraves da analise da cauda formada
pelos fragmentos de DNA, sendo que o tamanho da cauda foi proporcional a dimenséo do dano

causado (Mezzalira et al. 2014). Foram analisados 100 cometas por lamina e classificados por
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andlise visual, dentre cinco categorias (0, 1, 2, 3 e 4), que representam a percentagem de DNA
na cauda do cometa, indicando o grau de lesdo sofrido pela célula (Lovell et al. 1999).

4
Zn.xi

O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte formula: ID = i=0 ,onde " é 0 ntimero
de células com nivel de dano ! (0, 1, 2, 3 ou 4).

O efeito de protecdo das amostras testes sobre a genotoxicidade induzida pelo H20, (50uM
por 2h de exposi¢do) foi calculado de acordo com Waters et al. (1990), segundo a férmula: %
Reducdo=(A-B/A-C) x100, onde A corresponde ao ID induzido pelo H>O>, B corresponde ao
ID induzido pelo tratamento genoprotetor (H20. + amostra teste) e C corresponde ao ID

atribuido ao controle negativo (agua destilada).

Avaliagdo da atividade antineoplasicas in vitro

O potencial antineoplasico in vitro da apitoxina foi avaliado por meio do efeito
citotoxico da apitoxina em quatro linhagens de células tumorais humanas: adenocarcinoma de
postrata (PC3), carcinoma hepatocelular (HEPGE2), melanoma (MAD-MB435), astrocitoma
(SNB19) e em linhagem de células sadias ndo neoplésicas, fibroblastos (L929), que foram
utilizadas para comparacéo e avaliacdo do efeito seletivo da citotoxidade da apitoxina entre

as células tumorais e normais.

A avaliacdo da atividade citotdxica foi realizada utilizando o método colorimétrico
MTT [brometo de 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] por meio da metodologia
descrita por Mosman em 1983. As células foram distribuidas em placas de 96 pocos e expostas
em diferentes concentragdes da solucao aquosa de apitoxina: 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,5625
e 0,78125ug/mL (Figura 3). As placas foram incubadas por 72 h, com 5 % de CO2 e a 37 °C.
Posteriormente, foi realizada a adi¢do de 10 pL do reagente MTT na concentragdo de 5
mg.mL-1 em todos os pocos da placa, sendo a placa novamente incubada por 4 horas com 5%
de CO2 a 37°C.

Apos esse periodo, a absorbancia das solugdes resultantes foi medida com o auxilio do
espectofotdmetro de placa, no comprimento de onda de 595 nm. O ensaio foi realizado em
trés triplicatas em trés experimentos independentes. O quimioterapico doxorrubicina na
concentracdo de 5 pg.mL-1 foi utilizado como controle positivo do teste e como controle

negativo foi utilizado o solvente da amostra (agua destilada).
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A viabilidade celular (porcentagem de sobrevivéncia celular), foi estimada pela
seguinte equacgéo:

Absorbancia das amostras teste — Absorbancia do controle negativo
% CS = rw — e —— % 100
Absorbancia controle positivo — Absorbancia do controle negativo

Os resultados estdo expressos em percentual de média + desvio padréo de viabilidade

de células relativo ao controle negativo (considerando 100% de viabilidade).

1 AM, AM, AM,; AM, AM, AM, AM; AM, AM; - .

A | sr [N IRENING ¢ [F o= e lEe . :
B [ BR [ G2 [ 7 RS 7 | & | @ | - .
C BR | C6 | Co6 | co | €6 | €6 | 6| c6 | c6 | 6 | - | -
p B | cs [ s |[cs |es [e5]| e | cs [ cs | 5| - .
E | BR | C4 | C4 | ca | C4 | Ca |4 | ca | ca [ ca | - | -
F BR | @B |ada|a|la|lala| ac|[ac|a]| - -
G BR | @2 | a|la|la|laleca|ac|c|ca

H [ BR |G| c | c [NcEREcNeTs c1 [ c1 | aa | - R

Figura 3. Esquema demonstrativo da placa de 96 pocos utilizada nos ensaios de
citotoxidade para avaliar a viabilidade celular pelo método MTT. BR = branco, C1 — C7
= concentragdes testadas das amostras, AM: = dados brutos do 1° experimento, AMz =
dados brutos do 2° experimento e AMz = dados brutos do 3° experimento. BR = branco,
C- = controle negativo (células + veiculo), D1 — D10 = concentragdes testadas da
amostra teste. Fonte: Biotech Cell, 2016.

Calculo do indice de Cititoxidade de 50% (1Cso)

A partir dos dados de viabilidade obtidos para cada concentragdo das amostras
avaliadas, foi determinado o Indice de Citotoxidade de 50% (ICso), correspondente &
concentragcdo da amostra capaz de induzir 50% de citotoxidade, para cada linhagem celular
testada, os quais foram comparadas e com a ICso da doxorubicina.

Os dados médios das absorbancias obtidos das amostras teste, controle positivo e
controle negativo foram comparados por analise de variancia ANOVA seguida do pds-teste
de Tukey utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software), com nivel de

significancia de p < 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade antioxidante

Em relacdo aos resultados da avaliagdo da atividade antioxidante da apitoxina, foi
demonstrada a sua habilidade em sequestrar radicais livres, uma vez que a solugdo metandlica
de DPPH inicialmente de coloracdo violeta tornou-se amarela (Figura 4). Desta forma, as
leituras das absorbancias indicaram que todas as concentragdes avaliadas apresentam atividade

antioxidante.

oo o0
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Figura 4. Solugdo metanolica indicando o consumo do DPPH, inicialmente de

coloragéo violeta tornando-se amarela. Fonte: Arquivo pessoal, 2017.

O grafico obtido pelos percentuais de inibicdo (% DPPH consumido) nas diferentes
concentracdes da apitoxina demonstrou padréo linear, ou seja, quanto maior a concentracdo da
solucdo, maior foi o consumo de DPPH e menor foram as absorbancias (Figura 5). Os maiores
percentuais de inibicdo do DPPH foram obtidos nas concentra¢des de 1mg/mL e 0,8mg/mL,
que foram respectivamente de 74,92% e 60,85%.

A capacidade sequestrante do radical DPPH pode ser representada pelos valores da I1C50
(%), que é um parametro indicativo da concentracdo inibitoria necessaria para diminuir em 50%
o radical livre DPPH (1C50) (NASCIMENTO et al., 2015). Em geral, quanto menor o valor da

IC50 (%), maior a capacidade sequestrante do radical e, portanto, maior a atividade antioxidante
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(CAMPQS, et al., 2012). Os resultados mostram que a capacidade inibitéria da solugdo de
apitoxina (IC50) foi de 0,648 mg/mL. Dessa forma, quando comparado ao antioxidante padréo
acido ascorbico (IC50=0,255 mg/mL), substancia de referéncia frequentemente utilizado nas
analises de atividade antioxidante pela capacidade de reduzir rapidamente o DPPH, podemos
considerar que a apitoxina apresentou boa atividade antioxidante.

Embora existam muitos estudos disponiveis na literatura nacional relacionados a avalia¢do
da atividade antioxidante em ensaio de sequestro do radical DPPH de produtos apicolas tais
como propolis, pélen e mel (FROZZA et al., 2013; KHALIL et al, 2010; ALICIC et al, 2014),
0 mesmo ndo ocorre com a apitoxina. No entanto, a literatura internacional contempla artigos
nos quais confirmam o grande potencial antioxidante do veneno produzido por abelhas do
género Apis.

Sobral et al. (2016) obtiveram IC50 = 0,225 mg/mL em amostras do veneno produzido
pela Apis mellifera iberiensis do Nordeste de Portugal. Mokosuli et al. (2013) ao avaliar a
bioatividade de amostras de veneno de abelhas no Norte da llha de Sulawesi, Indonésia,
demonstraram que 500 ppm de veneno de Apis nigrocinta foi capaz de inibir a oxidacdo de
acido linoleico em 75,10%, enquanto que o veneno produzido por A. Dorsais em uma

concentracdo de 200 ppm foi capaz de inibir em 80,78%.

80,00 - - . . .
Grafico Final da Linearidade

70,00 -
y =70,731x + 4,1899

60,00 - R2 = 0,9995

50,00 -
40,00 -
30,00 -

20,00 -

% Inibicdo do DPPH

10,00 -

0,00 ‘ ‘ ‘
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentragdo (mg/mL)

Figura 5. Equacédo da reta, em fungéo da concentragdo da solucdo de apitoxina com suas

respectivas absorbancias.
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Atividade genotoxica e antigenotoxica

Neste estudo, utilizou-se 0 ensaio cometa para determinar os efeitos genotoxico da
apitoxina, utilizando a substancia genotoxica H202, que promove danos oxidativos ao DNA.
Também, com o objetivo de avaliar o efeito antigenotoxico da apitoxina, fibroblastos da
linhagem L929 foram expostos ao H202 e co-tratadas com trés concentragOes diferentes da
solucdo aquosa de apitoxina.

Os resultados evidenciaram que a apitoxina ndo apresentou efeito genotoxico sobre
fibroblastos murinos (L929) nas concentragdes de 30, 10 e 5 pg/mL testadas, sendo esse efeito
apenas evidenciado na concentracdo de 50 pg/mL, ap6s 24 h de exposicdo. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os valores médios dos indices de dano ao DNA
(idDNA) das células L929 tratadas com solucdo aquosa de apitoxina (grupo teste) nas
concentracdes de 30, 10 e 5 pg/mL e &gua destilada estéril (controle negativo), enquanto que a
apitoxina promoveu nas concentracdes citadas, reducdo significativa do idDNA, quando
comparado ao controle positivo, células tratadas com a substancia genotdxica H202 (Tabela
2).

Além disso, a apitoxina na concentracao de 30 pg/mL atenuou moderadamente os efeitos
genotdxicos induzidos pelo H202, uma vez na referida concentracdo o percentual de reducao
da genotoxicidade foi de 41,2 + 10,6, demonstrando assim, efeito satisfatério enquanto protetor
a danos no DNA celular e potencial antigenotdxico (Tabela 3). A reducdo percentual de
genotoxicidade indica que a apitoxina reduz danos genéticos causados pelos radicais livres.
Esse efeito foi mediado pela atividade antioxidante da apitoxina, conforme demonstrado no
presente estudo, onde a apitoxina apresentou boa atividade antioxidante (IC50= 0,648 mg/mL).
Assim, a apitoxina interagiu com o H20-, blogueando seu efeito deletério ao DNA, exercendo,
consequentemente atividade genoprotetora, protegendo assim o DNA.

A exposicdo aos denominados agentes genotoxicos, os quais interagem com o DNA
produzindo modificacdes em sua estrutura ou funcgéo, pode interferir em processos celulares
essenciais, como a replicacdo e a transcricdo e como consequéncia levar & morte celular e
induzir mutagdes que causam cancer (HOEIJMAKERS, 2009). Neste contexto, a Toxicologia
genética € uma area que tem se dedicado a identificac@o e estudo dos mecanismos de acéo de
agentes que produz efeitos toxicos ao material genético (AQUINO, 2010).

Portanto, os estudos de genotoxicidade ajudam na avaliagéo da seguranca e da efetividade
dos produtos naturais (BAST, 2002). Assim, pesquisas por agentes que possam reduzir a

frequéncia de alteracdes no DNA tém se mostrado promissoras e com importantes implicagdes
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nas praticas terapéuticas devido a possibilidade da reducéo da taxa de mutagdes e consequente
diminuicdo na incidéncia de doencas ligadas a alteracGes do material genético da célula
(MARTINI et al. 2012).

N&o existem na literatura estudos de avaliacdo de efeito genoprotetor da apitoxina
utilizando ensaio cometa, o0 que ressalta o ineditismo deste estudo. A constatacdo de que a
apitoxina pode agir como antioxidante é de grande interesse, tendo em vista que conforme a
literatura, ao efeito deletério sobre 0 DNA e outras moléculas enddgenas, estd a ocorréncia
doengas como o cancer, a diabetes, artrite, doencas cardiovasculares e até mesmo disfuncdes

cerebrais e envelhecimento, entre outras. (OLIVEIRA et al., 2011).

Tabela 2. Média * desvio-padréo dos indices de dano ao DNA (idDNA), analisados pelo ensaio
cometa para avaliacdo do efeito genoprotdxico da apitoxina, apos exposicdo de fibroblastos da
linhagem L929, por 24 em trés concentragdes da solucdo aquosa de apitoxina, ao peroxido de
hidrogénio (H202) e a agua destilada estéril.

Concentracédo da solucéo aquosa de apitoxina

(Mg/mL )

5 10 30 50
+ +
IDNA - =g 52360 8664250  1233:287c  291l:3ggp . Ooot21.00a  7,88+2,66¢

Parametro Controle + Controle -

a,b Médias seguidas de letras minasculas diferentes na linha significa diferenga estatistica (p < 0.05) e as médias
da mesma linha seguidas por letras iguais sdo estatisticamente iguais. IIDNA: Indice de dano ao DNA; controle
positivo (+): Peroxido de hidrogénio (H,0); controle negativo (-): Agua destilada.

Tabela 3. Média + desvio-padrao do percentual de reducdo de genotoxicidade, analisados pelo
ensaio cometa para avaliagdo do efeito genoprotetor da apitoxina em fibroblastos da linhagem
L 929, co-tratadas com trés concentrac6es da solucdo aquosa de apitoxina.

Parametro analisado Concentracéo da solugéo de apitoxina (pug/mL)
5 10 30
% de reducdo da 7,29 + 6,67 18,47 + 2,64 51,2+ 10,6

genotoxidade

Atividade antineoplasica

No intuito de determinar a atividade antineoplasica da apitoxina, avaliamos o efeito
citotoxico in vitro da apitoxina na viabilidade de células tumorais humanas das linhagens
adenocarcinoma de poéstrata (PC3), carcinoma hepatocelular (HEPGE?2), astrocitoma (SNB19),
melanoma (MAD-MB435). As células foram expostas a diferentes concentra¢fes da solugdo

de apitoxina por 72 horas e a viabilidade celular foi mensurada através do ensaio de MTT.
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Devido a praticidade, sensibilidade, rapidez e baixo custo o método por MTT é um dos
ensaios mais amplamente utilizados para avaliar o efeito citotoxico de diversos compostos,
sendo um dos testes mais utilizados pelo Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos
(NCI) para uso em programas de avaliacao da atividade antineoplésica na rotina de triagem de
drogas anticancer (MOSMANN, 1983).

Pode-se verificar que a apitoxina foi citotdxica para todas as linhagens neoplésicas,
demonstrando que a capacidade de reduzir a viabilidade foi concentracdo dependente. Nas
concentracdes de 50 pg/mL e 25 pg/mL foram observados baixos percentuais de viabilidade
celular em todas as linhagens de células neoplasicas testadas. Quando comparado 0s percentuais
de viabilidade nas diferentes concentracfes testadas, observou-se que em todas as linhagens
testadas houve reducéo significativa dos percentuais de viabilidade celular nas concentracdes
de 50 pg/mL e 25 pg/mL em relacdo aos valores obtidos nas demais contracGes. Também, foi
possivel constatar que na concentracdo de 12,5 a apitoxina exerceu moderada atividade
citotoxica em todas as linhagens testadas. Na referida concentragdo, o percentual de viabilidade
diferiu significativamente em relacdo as demais concentracGes. Em todas as linhagens celulares
testadas, observou-se que a partir da concentracéo de 6,25 pug.mL™ a apitoxina ndo apresentou
atividade citotoxica, sendo observados altos valores de viabilidade celular e auséncia de
diferengas significativas dos valores percentuais de viabilidade entres as concentracgdes de 6.25
pg/mL, 3.125 pg/mL, 1,5625 pg/mL e 0,78125 pg/mL (Tabela 4).

Ao analisar a atividade citotoxica da apitoxina sobre células normais ndo neoplasicas, foi
possivel constatar que nas concentracdes de 50 pug/mL e 25 mg mL, apitoxina interferiu pouco
na viabilidade das células L929, enquanto que nas referidas concentracfes a apitoxina
apresentou potencial citotoxico relevante em todas as linhagens de células neoplasicas testadas.
Desta forma é possivel sugerir que a apitoxina exerceu uma acao seletiva, uma vez que nas
concentracdes de 50 pg/mL e 25 pg/mL a apitoxina foi capaz de inibir a viabilidade celular de
forma mais eficiente nas linhas tumorais investigadas.

Nosso estudo demonstra resultados mais satisfatorior que estudo anterior, cujo crescimento
de células neoplasicas de carcinoma hepatocelular foi inibido pelo veneno de abelha com ICso
maior que 10 pg / ml (WANG et al., 2009). Além disso, corroba com o estudo desenvolvido
por Park et al. (2010b), que demonstraram que em doses semelhantes ou mais altas (1-15 pg
/ml) o veneno de abelha e melitina inibiram o crescimento de células de cancer de prostata.

Apesar dos estudos realizados e dos investimentos aplicados em pesquisas nas areas de
guimica e farmacologia de quimioterapicos antineoplasicos, 0s quimioterapicos convencionais

empregados atualmente no tratamento do cancer apresentam elevada toxicidade por serem
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pouco seletivos (CHEN et al., 2013). Nesse contexto o principal objetivo dos estudos na
quimioterapia é a busca por novos farmacos seletivos que sejam capazes de destruir apenas
células tumorais, preservando as células normais (ANAZETTI et al., 2003). Assim, a
constatacdo do efeito seletivo da apitoxina é uma caracteristica extremamente importante para
uma possivel utilizacdo como agente natural, que possui atividade antineoplésica.

A determinacdo do valor de ICso é uma etapa importante em estudos de citotoxicidade.
Como descrito, as células foram submetidas a concentracfes variadas da solucdo aquosa de
apitoxina com a finalidade de determinar a concentracdo que provocasse a morte significativa
em 50% do total de células testadas. Ao analisar os valores de I1Cso encontrados no presente
estudo foram encontrados valores que variaram de 3.970ug/pug/mL a 9.845ug/mL, para as
linhagens HEPG2 a MAD-MB435, respectivamente. Enquanto que para células néo
neoplésicas L929, o valor de ICso foi de 9,45 pg/mL (Tabela 5). A doxorrubicina, utilizada
como quimioterapico de referéncia, também apresentou valores de ICso que variaram de 0,10
png/mL a 0,48 pg/mL para as linhagens de PC3 a SNB19, respectivamente. Ao analisar estes
resultados, podemos considerar os valores de 1Cso como satisfatorios para todas as linhagens
neoplasicas testadas.

Os baixos valores de ICso obtidos podem ser traduzidos como uma maior sensibilidade
dessas células a apitoxina. E importante ressaltar que, como parametro de atividade antitumoral,
o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos (NCI) em seu programa de triagem de
drogas anticancer, considera como compostos ativos com atividade antineoplasica, 0s
compostos que apresentarem ICso < 30 pg.mL? (ITHARAT et al., 2004). Ainda segundo 0
referido Instituto, compostos que apresente tais valores de ICso merecem ser submetidos a
analises de citotoxidade mais detalhadas. Vale destacar ainda que houve reducao significativa
entre os valores de 1Cso das linhagens SNB19 e MAD-MB435 quando comparado ao valor do
ICso obtido para células da linhagem L929. Esses resultados confirma que apitoxina apresenta
seletividade em relacdo as linhagens de células normais e células neoplasicas.

Outros estudos também demonstraram resultados satisfatorios quanto ao potencial
antitumoral da apitoxina. Liu et al. (2002), demonstraram que in vivo o veneno da abelha inibiu
a proliferacdo de células de melanoma da linhagem B16 e promoveu a morte das células
neoplasicas por induzir a apoptose e a fragmentacdo de DNA, sendo esses fatores considerados
pelos referidos autores como 0s possiveis mecanismos atraves dos quais 0 veneno de abelha
inibe o crescimento do tumor. Orsoli¢ (2012) sugere que o mecanismo fundamental do efeito
citotoxico do veneno da abelha ocorre través da ativacdo da fosfolipase A2 pela melitina. Miran

et al. (2012) descobriram que o veneno de abelha e seu principal componente, a melitina, inibiu
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o crescimento celular de células epiteliais de cancer de ovério humano (SKOV3 e PA-1),
também através da inducdo de morte celular por apoptose, em uma dose dependente da
concentracdo, com um valor de ICso de 1,5 € 3,8 ug/ ml em células SKOV3 e 1,2 € 2,6 ug/ mi

em células PA-1, respectivamente.

Tabela 4. Efeito citotoxico da apitoxina produzida pela abelha Apis mellifera no semiarido do
Rio Grande do Norte, analisado pela técnica de MTT sobre linhagens tumorais humanas
adenocarcinoma de postrata (PC3), carcinoma hepatocelular (HEPGE?2), astrocitoma (SNB19),
melanoma (MAD-MBA435), e célula ndo neoplésica fibroblasto (L929). As células foram
tratadas com diferentes concentragdes da solucéo de apitoxina por 72 horas. Os resultados estdo
expressos por porcentagem média + desvio padréo de viabilidade de células.

Linhagens
ConcentracGes PC3 HEPG?2 SNB19 MAD-MB435 L929
(Hg/ml)
50 04%028% | 041+017%% | 044+025% | 041+025% | 5323+198C3
25 418+150% | 8474611 | 054031 | 2.64+031° | 56.05% 44805
125 456+5555 | 3014+38% | 3035+760% | 39.35%7.6% | 87.0+541%
6.25 7807+295% | 72774397 | 7848+3.18% | 7228+318% | 94944217
3125 7652+ 1.08° | 7452%8.15% | 79.63t248% | 752242.48% | 9552+3.11%
15625 | 88.09+4.96% | 78.094580% | 7624%294° | 79.32+2.04% | 90564174
0.78125 | 87.65%649% | 82.76t11.57% | 7572+7.15% | 8155+7.15% | 0423+26%

ABC Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na coluna e ¢ mindsculas diferentes na linha significa
diferenga estatistica (p<0,05 — Tukey).

Tabela 5. Médias e desvios-padrao obtidos para os valores da concentracdo inibitoria (ICso) da
apitoxina produzida pela abelha Apis mellifera no semiarido do Rio Grande do Norte, frente as
linhagens neoplasicas humana adenocarcinoma de péstrata (PC3), carcinoma hepatocelular
(HEPGEZ2), astrocitoma (SNB19) e melanoma (MAD-MB435).

Linhagens celulares - 1Cso pg/mL

Composto PC3 HEPG2 SNB19 MAD-MB435 L929
Apitoxina 7.75%2 9.846"2 4.8617° 3.974 9.450%2
Doxorrubicina | 0.108¢ 0.208° 0.4882 0.4082 0.20°8P

AB Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na coluna e ** minGsculas diferentes na linha significa
diferenca estatistica (p<0,05 — Tukey).
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CONCLUSOES

A apitoxina produzida pela abelha Apis mellifera no semiarido do Rio Grande do Norte
apresentou boa atividade antioxidante. O ensaio cometa indicou que a apitoxina ndo exerceu
efeito genotdxico, exceto na concentracao de 50 pg/mL, e promoveu efeito antigenotoxico por
reduzir danos oxidativos em células da linhagem L929. A apitoxina também demonstrou um
potencial antineoplasico in vitro, uma vez que nas concentracfes de 50 pg/mL e 25 pg/mL,
foram observados efeito citotoxico com reducdo significativa dos percentuais de viabilidade
das linhagens de células tumorais humanas de adenocarcinoma de prostata (PC3), carcinoma
hepatocelular (HEPGE2), melanoma (MAD-MB435) e astrocitoma (SNB19). Além disso, a
apitoxina foi capaz de inibir a viabilidade celular de forma mais eficiente nas linhas tumorais

guando comparada a com células normais ndo neoplasicas, sugerindo uma acao seletiva.
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CAPITULO Il

7. AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE, CITOTOXICO E
FOTOPROTETOR DA APITOXINA DA Apis mellifera DO SEMIARIDO DO RIO
GRANDE DO NORTE, BRASIL.

EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT, CYTOTOXIC AND PHOTOPROTECTIVE
POTENTIAL OF APITOXIN BY Apis mellifera IN THE SEMIARID FROM RIO GRANDE
DO NORTE, BRAZIL
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Avaliacdo do potencial antioxidante, citotoxico e fotoprotetor daapitoxina da Apis

mellifera do semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil

Geysa Almeida Viana, Carlos Ibere Alves Freitas, Victor Hugo V. Rodrigues, Déborah Munique NogueiraDe
Sousa, Wesley Adson Costa Coelho, José Gustavo Lima de Almeida, Jael S. Batista.

ABSTRACT.- Viana G.A., Freitas C.I.A, Rodrigues V.H.V, De Sousa D.M.N, Coelho W.A.C, De
Almeida J.G.L. & Batista J.S. 2019. [Evaluation of the antioxidant, cytotoxic and
photoprotective potential of apitoxin by Apis mellifera in the semiarid from Rio Grande do
Norte, Brazil]. Avaliacdo da atividade antioxidante, citotoxica e fotoprotetora da apitoxina
produzida por Apis mellifera do semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil. Journal of Apicultural
Research 00(0):00-00. Departamento de Ciéncias Animais, Universidade Federal Rural do Semi-
Arido, Av. Francisco Mota, Presidente Costa e Silva, Mossord, RN 59625-900, Brazil. E-mail:
geysaalmeidav@hotmail.com

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the in vitro antioxidant and cytotoxic activity of
apitoxin produced by Apis melifera in Rio Grande do Norte semiarid, as well as the in vivo
photoprotective activity of 2.5% and 5.0% apitoxin-based gel. The antioxidant activity of apitoxin
was evaluated by the DPPH free radical photocolorimetric method and cytotoxicity by the MTT
colorimetric method, employing L929 fibroblasts and HACAT keratinocytes. The photoprotective
effect of the extract was evaluated in 16 Wistar rats distributed in four experimental groups with 4
rats in each: Group 1 (G1) composed of rats in which the skin of the dorsal region did not receive
topical application of the apitoxin-based gel and was not. subjected to UVB irradiation; Group 2
(G2) whose animals' skin was not subjected to topical gel application and irradiated and Group 3
(G3), whose skin was subjected to topical application of 2.5% apitoxin-based gel and irradiated
and Group 4 (G4), in which the skin was subjected to topical application of 5.0% apitoxin-based
gel and irradiated. The results show that the inhibitory capacity of apitoxin solution (IC50) was
0.648 mg / mL. The highest percentages of DPPH inhibition were obtained at concentrations of
Img / mL and 0.8mg / mL, which were respectively 74.92% and 60.85%. Apitoxin showed no
cytotoxicity at concentrations of 2.5 pg.mL-1 to 0.078125 pg.mL-1, resulting in cell viability
percentages of 86.99% to 99.17% for fibroblasts (L929) and 80.15% at 99, 89% for keratiocytes
(HACAT). It was evidenced that the apitoxin-based gel was able to protect the skin from UVB
irradiation, since the skin of G3 and G4 animals showed similar macroscopic and histological
morphological pattern to G1, whereas in the skin of G2 rats were observed. on macroscopic
examination focal areas of burn and erythema, and on histological examination keratinocyte
necrosis, presence of inflammatory cells, mast cells, vascular congestion, interstitial edema and
collagen fiber dissociation. The high evidenced antioxidant activity associated with the absence of
cytotoxicity may justify the use of apitoxin in photoprotective cosmetic formulations.

INDEXING TERMS: Bee venom, northeastern Brazil, antioxidant activity, photoprotective
potential in vivo.
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RESUMO: Este estudo objetivou avaliar a atividade antioxidante e citotoxica in vitro da
apitoxina produzida pela Apis mellifera no semiarido do Rio Grande do Norte, além da
atividade fotoprotetora in vivo do gel a base de apitoxina a 2.5% e 5.0%. A atividade
antioxidante da apitoxina foi avaliada pelo método fotocolorimétrico do radical livre DPPH e
a citotoxicidade através do método colorimétrico MTT, empregando fibroblastos da linhagem
L929 e queratinocitos HACAT. O efeito fotoprotetor do extrato foi avaliado em 16 ratos
Wistar distribuidos em quatro grupos experimentais com 4 ratos em cada: Grupo 1 ( G1)
composto por ratos no qual a pele da regido dorsal nao recebeu aplicagéo topica do gel a base
de apitoxina e ndo foi submetido a irradiacdo UVB; Grupo 2 ( G2) cuja a pele dos animais
ndo foram submetidos a aplicacéo topica do gel e foram irradiados e o Grupo 3 (G3), cuja a
pele foi submetidos a aplicacdo topica do gel a base de apitoxina a 2.5% e submetido a
irradiacdo e o Grupo 4 (G4), no qual a pele foi submetidos a aplicacéo topica do gel a base de
apitoxina a 5.0% e submetido a irradiacdo. Os resultados mostram que a capacidade inibitéria
da solucdo de apitoxina (IC50) foi de 0.648 mg/mL. Os maiores percentuais de inibicdo do
DPPH foram obtidos nas concentragdes de Img/mL e 0.8mg/mL, que foram respectivamente
de 74.92% e 60.85%. A apitoxina ndo apresentou citotoxicidade em células normais nas
concentragdes de 2,5 pg.mL-1 a 0.078125 pg.mL-1, obtendo-se percentuais de viabilidade
celular de 86.99% a 99.17% para fibroblastos (L929) e 80,15 % a 99,89 % para queratiocitos
(HACAT). Foi evidenciado que o gel a base de apitoxina foi capaz de proteger a pele da
irradiacdo UVB, uma vez que a pele dos animais dos G3 e G4 apresentaram padrdo
morfoldgico macroscépico e histoldgico semelhante ao G1, enquanto que na pele dos ratos do
G2 foram observados no exame macroscopico areas focais de queimadura e eritema, e no
exame histoldgico necrose de queratindcitos, presenca de células inflamatérias, mastocitos,
congestdo vascular, edema intersticial e dissociacdo das fibras colagenas. A alta atividade
antioxidante evidenciada, associada a auséncia citotoxicidade podem justificar o uso da
apitoxina em formulacGes cosméticas fotoprotetora.

TERMOS DE INDEXACAO: Veneno abelha, nordeste-Brasil, atividade antioxidante,
Potencial fotoprotetor in vivo.

INTRODUCAO

Em todo mundo, recursos que possuam moléculas bioativas com potencial atividade
terapéutica tem sido alvo de intensas investigagdes (BASTOS et al., 2011). Os produtos
oriundos da colmeia tém oferecido importantes contribui¢des para a civilizagdo humana e para
economia, e dentre os produtos apicolas, o veneno da abelha tem apresentado varias
propriedades curativas (SCHALKA, 2014), sendo a terapia com seu uso utilizada na medicina
tradicional oriental desde 1000 e 3000 ac (ZHANG et al, 2018).

A apitoxina é produzida pelas abelhas para proteger a coldnia contra a extensa variedade
de predadores (ORSOLIC, 2011). E um liquido incolor (BAQER & YASEEN, 2018), sendo

uma mistura complexa que possui varios peptideos, enzimas, aminas biologicamente ativas e
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componentes ndo peptidicos, como histamina, dopamina e norepinefrina (SCIANI et al.,
2010; ZHOU et al., 2010; AKHMEROVA et al., 2015; LEE et al., 2015a,b)

Sua composicao consiste de 88 % agua, e 0s 12% restantes contém diversos componentes
(LEANDRO et al., 2015), podendo essa composicdo variar em funcdo da idade, da
sazonalidade e entre regides geograficas. Dentre 0s componentes 0s que mais se destacam sao
a melitina e a fosfolipase A2, que representam juntas cerca de 75% do seu peso seco (SCIANI
et al., 2010; FERREIRA-JUNIOR et al., 2010).

O Brasil se localiza geograficamente numa posicdo que proporciona uma maior
intensidade de radiacGes solares (CABRAL et al., 2011), onde a fracdo UVA (321-400) é a
radiacdo que penetra profundamente na pele, atingindo a camada dérmica a qual esta
diretamente relacionada a lesdes cuténeas e a alta incidéncia de cancer de pele tais como
carcinoma e melanoma (BAILLO e LIMA 2012). Na epiderme e derme, os raios UVB
promovem reac6es fotoquimicas e interaces secundarias que geram radicais livres capazes
de promover estresse oxidativo e consequentemente danos ao DNA, proteinas e membrana
celular (ARIMON et al. 2015, ROMANHOLE et al., 2016).

Diante disso, nas Ultimas décadas, os compostos derivados de fontes naturais, ganharam
atencdo consideravel para uso em produtos de protecdo solar, uma vez que a utilizacdo de
cosméticos naturais € uma tendéncia do mercado internacional. Isso aumenta a importancia
de se estudar uma ampla selecdo de moléculas ativas em formulagcbes de filtros solares
(SAEWAN e JIMTAISONG, 2015).

Estratégias recentes de fotoprotecdo, incluiram a incorporacdo de compostos antioxidantes e
anti-inflamatorios naturais em protetores solares (ALMEIDA et al., 2019).

Tendo em vista a importancia de se pesquisar o efeito fotoprotetor da apitoxina da Apis
melifera do semiérido do Rio Grande do Norte em formulacdes de filtros solares,
desenvolveu-se este estudo buscando avaliar se substancias bioativas que apresentam efeito
fotoprotetor, capazes de atuarem como filtros solares e antioxidantes, que protegem a pele de

lesBes induzida experimentalmente pela irradiagdo UVB.

MATERIAL E METODOS

Obtencdes e preparo das amostras da Apitoxina
A amostra da apitoxina produzida pela abelha Apis mellifera foi coletadas junto a
apicultores na zona rural do municipio de Maxaranguape, Rio Grande do Norte, Brasil, em

julho de 2018. A coleta da apitoxina foi realizada segundo a técnica descrita por Gramacho,
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Malaspina e Palma (1992), onde placas coletoras de vidro foram colocadas na entrada das
colmeias e conectadas a um dispositivo que promove estimulagdo elétrica nas abelhas, que
como forma de defesa, ferroaram a placa, liberando o veneno na forma liquida. Apds secagem
em estufa com circulacdo forcada de ar a 40°C, durante 48 horas, o veneno foi raspado do
vidro, pesado em balanca analitica de precisdo e em seguida preparada uma solucdo de 50
mg/mL utilizando-se agua destilada como diluente. A solucdo pronta foi entdo armazenada
em recipiente de vidro &mbar, envolvido em papel laminado e acondicionada em freezer (-20

°C) até o momento do uso.

Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH.

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método fotocolorimétrico in vitro
do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) descrito por Mensor et al. (2001). Para
isso, a solucdo da apitoxina na concentracdo de 1mg/mL foi diluida gradativamente em
metanol, resultando em diferentes concentragdes (1; 0.8; 0.6; 0.4; 0.2 e 0.1mg/mL). 1ml de
cada concentracdo foi posta em tubos de ensaio juntamente com 1.5ml de uma solugédo
metanolica de DPPH 60umol.L-1. Apo6s 15 minutos foi medida a absorbancia das amostras
em espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 517nm, tendo como branco somente o
metanol. A porcentagem de inibicéo referente a cada concentracao da solugédo da apitoxina foi
obtida a partir da relacdo da absorbancia do mesmo com a absorbancia de uma solugéo
contendo 1ml de metanol e 1.5ml da solugcdo de DPPH. A capacidade de inibir o radical DPPH

(% de atividade antioxidante) foi calculada utilizando-se a equacéo:

Atividade Antioxidante (%) = A controle (-) - Aamostra x 100

A controle (-)

Foi construida a curva padrdo de DPPH plotando-se o valor médio das absorbancias
obtidas pelas concentracdes da solucdo. Apos a obtencéo dos valores percentuais de inibicao
do radical livre, os mesmos foram analisados em Software Oringin 7.0 com a finalidade de se
obter um grafico que apresentasse valores pelo quais seria calculada a concentracao inibitoria
de 50% do radical DPPH (IC50), que seria a concentracdo da amostra necessaria para
consumir 50% do DPPH.
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Avaliacao da atividade citotoxica da solucao de apitoxina

Foi avaliada a atividade citotoxica da solucdo de apitoxina através do ensaio de
citotoxidade em linhagem de fibrosblastos (L929) e queratindcitos (HACAT) pelo teste MTT
(brometo de 3- (4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), um ensaio quantitativo in vitro,
que estima a viabilidade celular, segundo metodologia proposta por Mosman (1983). As
celulas da linhagens L929 e HACAT foram semeadas em placas de cultivo de 96 pogos e a
seguir expostas a concentracéo inicial de 2,5 ug.mL-1, seguindo em dilui¢fes seriadas, em um
fator 2, totalizando seis dilui¢ces. As placas foram incubadas por 72 h, com 5 % de CO2 e a
37 °C. Posteriormente, foi realizada a adi¢do de 10 pL do reagente MTT na concentragao de
5 mg.mL-1 em todos os pocos da placa, sendo a placa novamente incubada por 4 horas com
5% de CO2 a 37°C.

Para a quantificacdo do sal reduzido a formazan pelas células vivas, as absorbancias das
solugdes resultantes foram medidas com o auxilio do espectofotobmetro de placa, no
comprimento de onda de 595 nm. Os valores médios das densidades Opticas obtidas foram
entdo comparadas com as medias obtidas pelo controle negativo (solvente da amostra - &gua

destilada), considerada como correspondente a 100% de viabilidade celular.

Avaliacéo do Potencial fotoprotetor
Desenvolvimento do gel fotoprotetor a base de apitoxina

Foi realizado o desenvolvimento da formulacdo fotoprotetora para uso tépico na forma
de gel hidroxietilcelulose de alta viscosidade. A composicdo do gel consistiu de
hidroxietilcelulose 2,5g, sorbitol 3g; agua purificada g.s.p 100g; edetato dissédico 0,1g;
solugdo conservante de parabenos 3,3g e solucdo conservante de imidazolidinilureia 0,6g.
Para cada 10g do gel foram adicionados 5.0% e 2.5% de apitoxina, a serem utilizadas nos

ensaios de fotoprotecao.

Célculo do fator de protecao solar (FPS) dos cremes fotoprotetores.

Foi determinado o FPS in vitro do gel a base de apitoxina, conforme preconizado por
Mansur et al. (1986). Para tanto, os géis fotoprotetores foram diluidos em etanol absoluto na
concentragdo de 0.2 mg/mL. Essas solugdes foram entdo submetidas a leitura em
espectrofotdmetro, para a determinagéo das absorbancias na faixa de comprimento de onda de
290 a 320 nm. Para o célculo do FPS foi utilizada a expressdo matematica que relaciona o

efeito eritematogénico e a intensidade da luz de cada comprimento de onda (EE x 1).
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Para o calculo do FPS foi aplicada a férmula:
290

FPS=FC.Z. EE () | (1). 2. Abs (A)
320

onde:

FC = Fator de correcédo (10);

EE (K) = efeito erimatogénico da radiagdo em cada comprimento de onda £;
I (K) = intensidade da radiagdo solar em cada &;

Abs = Absorvancia em cada &A.

Atividade fotoprotetora in vivo

Foram utilizados 16 Rattus novergicus (Berkenhout, 1769), linhagem Wistar, machos,
com 60 dias de idade pesando aproximadamente 200g. Durante o periodo experimental, todos
0s animais permaneceram no Biotério, alojados em caixas de polipropileno (2 animais por
caixa) forradas com maravalha, sob controle de temperatura (21 a 23°C), fotoperiodo de 12
horas claro e 12 horas escuro, recebendo ragdo comercial (Purina®) e agua ad libitum.
Segundo o fabricante, a racdo apresenta 23% de proteina bruta, 4% de lipidios totais, 5% de
fibra e 12% de minerais. O protocolo experimental foi submetido ao Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Rio Grande do Norte (UERN), com nimero
de protocolo 004/18.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais, sendo que
o grupo | (G1) foi composto por quatro ratos no qual a regido dorsal ndo recebeu aplicacédo
topica do gel com apitoxina e ndo foi submetido a irradiacdo UVB (controle negativo); grupo
11 (G2), com 0 mesmo numero de animais que ndo foram submetidos a aplicacdo topica do
gel com apitoxina e foram irradiados (controle positivo); o grupo Il (G3), também com o
mesmo ndmero de animais, os quais foram submetidos a aplicacdo tépica de 0.5g do gel com
apitoxina na concentracdo de 2.5% e foram irradiados; e grupo IV (G4), submetidos a
aplicacdo topica de 0.5g do gel com apitoxina na concentracdo de 5% que também foram

irradiados.

Irradiacéo da pele dos ratos
Os animais foram anestesiados com anestesia dissociativa utilizando cloridrato de
xilazina (8.0 mg/kg) e cloridrato de quetamina (140 mg/kg), administrado por via

intraperitoneal. Apos anestesia, foi realizada a tricotomia na pele da regido dorsolombar, com
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auxilio de lamina de um tricotmo, perfazendo uma area quadrada de 25cmz2. Uma hora antes
do inicio da irradiacdo, no dorso tricotomizado dos animais do G3, foi realizado aplicagdo
topica de 0.5g do gel com apitoxina, conforme metodologia descrita por Figueiredo et al.
(2014). O gel concentrado foi aplicado com auxilio de espatulas de madeiras estéreis e
individuais, formando uma pelicula contendo 2.0 mg/cm2, que cobria toda a superficie da pele
tricotomizada.

O modelo de irradiagédo UVB foi realizado como descrito anteriormente por Batista et al.
(2018). Nesse modelo, a irradiacdo da pele dos ratos foi realizada através da utilizacdo de uma
lampada ultravioleta UVB, modelo Osram ULTRA-VITALUX, que emite radiacdo na faixa
de 315-400nm. A lampada foi localizada a uma distancia de 20 cm acima da area a ser
irradiada. Ao atingirem o plano anestésico, os animais foram posicionados em decubito dorsal
sobre uma prancha de madeira e suas regides dorsais ficaram diretamente exposta a radiacao

UVB por um periodo de 1 hora.

Exame macroscépico

Apbs 6h (seis horas) do término da irradiacdo, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical sob anestesia profunda. A regido dorsal de cada animal foi avaliada
macroscopicamente, através da avaliacdo visual, de modo a permitir a identificacdo de
possiveis alteracdes, sendo considerada presenca de bolhas, coloracdo, brilho, opacidade da
pele, além de maciez e hidratacdo. A intensidade das referidas alteracdes foram classificadas

em ausente (0), discreta (+), moderada (++) e intensa (+++).

Exame histoldgico

A area da pele da regido dorsal de cada animal foi incidida com lamina de bisturi n. 15,
divulsionada e separada da tela subcutdnea com tesoura com o auxilio de uma pinca de
disseccdo. A seguir, fragmentos da pele foram fixados em solucdo tamponada de formol a
10% e processados de forma rotineira para histologia, incluidos em parafina, cortados a 5u de
espessura, corados pela hematoxilina-eosina (HE), pelo tricomico de Masson para avaliacéo
de fibras coladgenas e com Azul de Toluidina para avaliagdo dos mastécitos. Realizou-se entdo
andlise histoldgica descritiva das alteracfes cutaneas sendo avaliados os seguintes parametros
histoldgicos: presenga de células inflamatorias, mastocitos, células necrosadas e fibras
colagenas. Os referidos parametros histoldgicos foram agrupados em ausente, leve, moderado

ou intenso, seguindo os critérios descritos por Akkol et al. (2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade antioxidante

O gréafico obtido pelos percentuais de inibicdo da solucdo de apitoxina nas diferentes
concentragdes demonstrou padrdo linear, ou seja, quanto maior a concentracdo da solucéo,
maior foi o consumo de DPPH e menor foram as absorbancias (Figura 1). Os resultados
mostram que a capacidade inibitoria da solucdo de apitoxina (IC50) foi de 0.648 mg/mL. Sendo
assim, quando comparado ao antioxidante padrdo &cido ascorbico (IC50=0,255 mg/mL),
substancia de referéncia frequentemente utilizado nas analises de atividade antioxidante pela
capacidade de reduzir rapidamente o DPPH, podemos considerar que a apitoxina apresentou
boa atividade antioxidante. Os maiores percentuais de inibicdo do DPPH foram obtidos nas
concentracdes de Img/mL e 0.8mg/mL, que foram respectivamente de 74.92% e 60.85%.

Sabe-se que a atividade antioxidante é atribuida a capacidade de eliminar as espécies
reativas de oxigénio/radicais livres por doacdo de hidrogénio (DAVID e ALVES, et al. 2010;
HASSANEIN e HEGAB, 2010). A capacidade sequestrante do radical DPPH pode ser
representada pelos valores da 1C50 (%) das amostras comparadas ao acido ascorbico, usada
como padréo de referéncia (NASCIMENTO et al., 2015). Vale lembrar que quanto menor o
valor da IC50 (%), maior a capacidade sequestrante do radical e, portanto, maior a atividade
antioxidante (CAMPQS, et al., 2012).

Embora existam muitos estudos disponiveis na literatura nacional relacionados a
avaliacdo da atividade antioxidante em ensaio de sequestro do radical DPPH de produtos
apicolas tais como propolis, polen e mel (FROZZA et al., 2013; KHALIL et al, 2010; ALICIC
et al, 2014), o mesmo ndo ocorre com a apitoxina. No entanto, a literatura internacional
contempla artigos nos quais confirmam o grande potencial antioxidante do veneno produzido
por abelhas do género Apis.

Sobral et al. (2016) obtiveram IC50 = 0.225 mg/mL em amostras do veneno produzido
pela Apis mellifera iberiensis do Nordeste de Portugal. Mokosuli et al., 2013 ao avaliar a
bioatividade de amostras de veneno de abelhas no Norte da llha de Sulawesi, Indonésia,
demonstraram que 500 ppm de veneno de Apis nigrocinta foi capaz de inibir a oxidagdo de
acido linoleico em 75.10%, enquanto que o veneno produzido por A. Dorsais em uma

concentracdo de 200 ppm foi capaz de inibir em 80.78%.
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Figura 1. Equacdo da reta, em funcdo da concentracdo da solugéo de apitoxina com
suas respectivas absorbancias.

Atividade citotdxica

Foi avaliada a atividade citotdxica da solucdo de apitoxina, em fibroblastos (L929) e
queratindcitos (HACAT) por meio do teste MTT, desenvolvido por Mosmann (1983), que
estima a taxa de sobreviéncia celular apds exposicdo a substancia teste. A citotoxicidade é o
potencial de determinada substancia em promover alteracdo metabdlica em cultura de células,
possibilitando culminar ou ndo em morte celular (AWALE et al., 2008). O teste MTT ¢
definido na literatura como um método in vitro apropriado para estimar a citotoxicidade, cujo
0 principio do método baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase, uma enzima do
ciclo de Krebs ativa em mitocondrias de celulas vidveis, em converter o sal de tretazolium
(MTT), que € hidrossoltvel e de cor amarelada em cristais de formazan que séo de cor parpura.

No presente estudo, verificou-se que as médias da viabilidade celular variaram de acordo
com as concentracOes testadas, obtendo-se valores de 86.99% a 99.17% para fibroblastos
(L929) e 80,15 % a 99,89 % para queratiocitos (HACAT). Além disso, observou-se que, com
excecao da concentragdo de 0,078125 pg/mL, a viabilidade celular da linhagem L929 obteve
maior percentual que da linhagem HACAT, quando expostas a mesma concentracdo da
solucéo de apitoxina (Figura 2). Diante do exposto, constatamos que a solugédo de apitoxina
ndo exerceu efeito citotoxico sobre as duas linhagens testadas, uma vez que as médias da
viabilidade celular das diferentes concentracdes da solugdo de apitoxina apresentaram

percentuais satisfatorios, o que indica seguranga no seu uso.
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Figura 2. Efeito da apitoxina na viabilidade das células normais L929
(Fibroblastos murino) e HACAT (Queratindcitos), sob diferentes concentracdes
(ug/mL), ap6s 72 horas de incubacéo.

Os fibroblastos sintetizam os componentes da matriz extracelular, como: as fibras
colagenas, as fibras reticulares, as fibras elasticas e a substancia fundamental, além disso
produzem fatores de crescimento que controlam a proliferacdo e a diferenciacdo celular
(JUNQUEIRA, 2013). J& os queratindcitos representam 80% das células epidérmicas, cuja
principal funcdo é a sintese de queratina, que constitui uma camada protetora da epiderme
(SAMUELSON, DON A., 2007). Portanto, estudar sobre o destino dessas células é abrir
possibilidades para o desenvolvimento de terapias mais eficazes para o tratamento de doencas
de pele, entre elas o cancer, assim como para o desenvolvimento de cosméticos (DA SILVA,
etal, 2013).

Atividade fotoprotetora

Na avaliacdo macroscopica foi possivel constatar que dos G1, G3 e G4 apresentaram pele
com aspecto morfologico dentro da normalidade observada para a espéecie, sem evidencias de
alteracbes do aspecto, coloracdo e consisténcia. Enquanto que todos os animais do G2
apresentaram lesfes cutineas caracterizadas pela presenca de areas focais de queimadura e
eritema, aspectos aspecto desidratado, superficie rugosa e aspera (Figura 9). Na analise
histologica verificou-se que a pele dos animais pertencentes ao G1, G3 e G4 néo apresentaram
alteracdes, demonstrando aspecto histoldgico normal. Na pele dos animais do G2 foi possivel

constatar necrose de queratindcitos, presenca de moderada quantidade de células inflamatdrias
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polimorfonucleares, mastdcitos, além de congestdo vascular, edema intersticial e dissociacdo
das fibras colagenas (Figura 10).

O veneno produzido pela abelha Apis melifera do semiarido do Brasil ainda ndo havia
sido avaliado quanto a atividade fotoprotetora. A eficacia dos protetores solares é dependente
da sua capacidade de absorver, refletir e/ou dispersar a radiacdo ultravioleta evitando seus
danos (MELO e SIQUEIRA, 2012), sendo capaz de proteger a pele de eritemas e edemas,
reduzindo o risco de queimaduras, de carcinoma de células da camada basal e espinhosa
(TOYOSHIMA et al., 2004).

Segundo Pinho et al. (2014), o Fator de Protecdo Solar (FPS) é o principal dado para
quantificacdo da eficacia fotoprotetora de um filtro solar, sendo universalmente aceito. O fator
de protecdo solar do gel a base de apitoxina foi determinado in vitro pelo método Mansur
(1986), cujos resultados dessas analises demonstraram que os FPS obtidos para o gel a base
de apitoxina a 2.5% e a 5.0%, foi de 0.2 para ambas as concentracdes, 0 que demonstra que
0s géis apresentaram baixos fatores de protecdo solar. Apés a coleta e secagem em estufa, o
veneno da abelha do presente estudo apresentou cor branco amarelado e quando diluido
resultou em uma solucdo transparente. Assim, 0s baixos FPS observados poderiam ser
justificados pela transparéncia da solucéo ap6s diluicdo do gel em alcool etanol absoluto, uma
vez que solucdes transparentes resultam em baixa absorbancia.

Na avaliacdo in vivo, ficou evidente que 0s géis a base de apitoxina do presente estudo
foi capaz de proteger a pele irradiada com uma lampada ultravioleta UVB, que emitia radiacao
na faixa de 315-400nm, uma vez que a pele submetida a aplicacdo topica do gel a base de
apitoxina a 2.5% e 5.0% e a irradiacdo UVB, apresentou aspecto morfoldgico dentro da
normalidade, sem evidencias de alteracGes. Enquanto a pele submetidas a irradiacdo UVB e
ndo tratada com aplicacdo topica do gel, foram constadas evidentes alteracGes provocada pela
irradiacdo tais como eritrema e presenca de bolhas. Dessa forma, fica evidente o potencial da
apitoxina como produto natural promissor para o desenvolvimento de novos cosméticos com
eficacia fotoquimioprotetora.

Uma vez que 0s geis a base de apitoxina a 2.5% e a 5.0% apresentaram baixos FPS, ndo
constituindo, portanto barreira eficaz a radiagdo UV, o efeito fotoprotetor da apitoxina poderia
estar associado a sua atividade antioxidante, tal como demonstrado pelo método DPPH. Na
epiderme e derme, os raios UVB séo absorvidos por cromoforos celulares que promovem
reacOes fotoquimicas e interacfes secundarias que geram radicais livres, como perdxido de
hidrogénio, anion superdxido, dentre outros, capazes de promover estresse oxidativo e

consequentemente danos ao DNA, proteinas e membrana celular (ARIMON et al. 2015,
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ROMANHOLE et al., 2016). Como os antioxidantes tem a capacidade de bloquear os efeitos
deletérios dos radicais livres, o efeito fotoprotetor constatado em nossa pesquisa pode entdo
estar associado a propriedade antioxidante apresentada pela apitoxina testada.

Além disso, alguns compostos presentes no veneno da abelha, tais como a melitina,
podem agir como agentes anti-inflamatérios (ORSOLIC, 2011; YANG et al., 2011; ZHOU et
al., 2010). A inflamacéo por queimadura solar € a resposta aguda mais facilmente observada
na pele submetida a radiacdo UV, ocasionando aumento da temperatura cutanea e eritema
(CLAVEAU; ROSSI, 2016). Através da avaliacdo histologica da pele é possivel sugerir que
a apitoxina também exerceu efeito anti-inflamatorio, tendo em vista que na pele dos animais
submetidos a irradiacdo UVB e ndo tratada com aplicacdo tépica do gel, foram constadas
presenca de células inflamatdrias polimorfonucleares, mastocitos, além de congestdo vascular
e edema intersticial, padrao histoldgico este ndo evidenciado na pele dos ratos submetidos a
aplicacdo topica do gel a base de apitoxina a 2.5% e a 5.0%, 0s quais apresentaram pele com

aspecto histoldgico semelhante a pele ndo irradiada, utilizada como controle negativo.

Figura 3. Aspecto macroscopico da pele de Rattus norvegicus Berkenhout, 1769,
linhagem Wistar, nos grupos experimentais. Pele n&o tratada com gel fotoprotetor e
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ndo submetido a irradiacdo UVB (G1), pele submetida a irradiacdo UVB e ndo tratada
com gel fotoprotetor (G2), pele submetida a aplicacdo topica de gel fotoprotetor com
apitoxina a 2,5% e a irradacdo UVB (G3), pele submetida & aplicacéo tdpica de gel
fotoprotetor com apitoxina a 5% e a irradacdo UVB (G4). Nota-se no G1 pele com
aspecto normal. No G2 pele com &reas focais de queimadura e eritema. No G3 e G4
auséncia de alteragdes.

Figura4. Fotomicrografias da pele de ratos Wistar corados com hematoxilina e eosina, nos
diferentes grupos experimentais. Pele ndo irradiada e ndo tratada com gel com apitoxina
(G1), pele submetida a irradiacdo UVB e ndo tratada com gel fotoprotetor (G2), pele
submetida a aplicacdo topica de gel fotoprotetor com apitoxina a 2,5% e a irradacao
UVB (G3), pele submetida a aplicacdo topica de gel fotoprotetor com apitoxinaa5%e a
irradacdo UVB (G4). Nota-se no G1, G3 e G4 pele com aspectos histologico normal. Em
G2, nota-se presenca de bolhas subepidérmica, além de células necroticas, edema
intersticial e dissociagdo das fibras colagenas. Obj. 20x. Barra de escala = 200um.
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CONCLUSOES

A apitoxina produzida por Apis mellifera no semiarido do Rio Grande do Norte, Brasil
apresentou in vitro alta capacidade antioxidante e ndo apresentou citotoxicidade em
fibroblastos (L929) e queratindcitos (HACAT). In vivo, o gel a base de apitoxina a 2.5% e a
5.0% exerceram efeito fotoprotetor. Portanto, a alta atividade antioxidante evidenciada,
associada a auséncia citotoxicidade, podem justificar o uso da apitoxina em formulacoes

cosmeéticas fotoprotetora.
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9. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos, sob as condi¢Ges experimentais empregadas no

presente estudo, podemos concluir:

- A apitoxina produzida por Apis mellifera no semiarido do Rio Grande do Norte apresentou
alta capacidade antioxidante in vitro e ndo exerceu efeito genotdxico, exceto na concentracdo

de 50 pg/mL, além de promover efeito antigenotoxico.
- Foi constatado o potencial antineoplésico in vitro frente a linhagens de células tumorais PC3,
HEPGE2, MAD-MB435 e SNB19, ndo sendo observada citotoxicidade em células normais

(L929 e HACAT), o que sugere uma acdo seletiva contra células neoplasicas.

- O gel formulado a base de apitoxina a 2.5% e a 5.0% exerceu efeito fotoprotetor in vivo na

pele de ratos Wistar submetidos a aplicacéo topica.

- A alta atividade antioxidante evidenciada, associada a auséncia genotoxixidade e

citotoxicidade podem justificar o uso da apitoxina em formula¢cdes cosméticas fotoprotetora.
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