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RESUMO

O veneno de abelha (VA) ou apitoxina é um produto apicola que tem sido utilizado desde os tempos ancestrais para
multiplas finalidades, nomeadamente em medicina tradicional na apiterapia. Trata-se de uma mistura complexa de
substancias que lhe conferem propriedades bioativas. No presente trabalho, analisaram-se cinco amostras de VA obtidas
a partir de Apis mellifera iberiensis de dois apidrios diferentes (Aveleda e Milhao, na regiao de Braganga). Foram, caracte-
rizadas quimicamente e avaliadas quanto as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e citotdxicas. A andlise
das amostras por LC-DAD-ESI/MS* demonstrou que a melitina (MEL) era o composto maioritario, seguido da fosfoli-
pase A2 (PLA2) e da apamina (APA). Todas as amostras demonstraram atividade antioxidante, medida pela capacidade
captadora de radicais livres, poder redutor e inibi¢do da peroxidacao lipidica, e anti-inflamatéria, determinada pela
capacidade de diminuir a formacdo de NO em macréfagos de rato (RAW 264,7). No entanto, nao foi observada uma
relacao direta entre as propriedades bioativas mencionadas e o perfil quimico (qualitativo ou quantitativo) das amostras.
Os resultados obtidos evidenciam, sim, que existem concentragdes especificas, nas quais estes compostos sdo mais ativos
(e.g., presentes na nica amostra obtida no apidrio de Aveleda). As amostras de VA demonstraram também proprie-
dades citototdxicas semelhantes para todas as linhas celulares tumorais testadas (MCF-7, NCI-H460, HeLa e HepG2),
sendo as linhas MCF-7 (carcinoma de mama) e HeLa (carcinoma cervical) as mais suscetiveis. Apesar disso, as amostras
estudadas parecem nao ser adequadas para o tratamento de carcinoma de mama, hepatocelular e cervical porque, nas
concentragdes ativas, as amostras também foram toxicas para células ndo tumorais (cultura primaria de células de figado
de porco, PLP2). Relativamente ao carcinoma do pulmao, o VA deve ser utilizado abaixo da concentragao toxica para
as células ndo tumorais. Em geral, o presente estudo evidenciou o enorme potencial bioativo do VA, sendo o primeiro
trabalho realizado com amostras Portuguesas.

Palavras-chave: Veneno de abelha, Apis mellifera iberiensis, Atividade antioxidante, Potencial anti-inflamatdrio,
Citotoxicidade.

ABSTRACT

Bee venom (BV) or apitoxin is an apiculture product that has been used since ancient times for several applications
namely in the traditional medicine apitherapy. It is a complex mixture of substances responsible for different bioactive
properties. In the present work, five bee venom samples obtained from Apis mellifera iberiensis from two different apiaries
in Braganca (Aveleda and Milhao) were chemically characterized and evaluated for their antioxidant, anti-inflammatory
and cytotoxic properties. The LC/DAD/ESI-MSr analysis of the samples showed that melittin was the most abundant
compound, followed by phospholipase A2 and apamin. All the samples revealed antioxidant activity, measured by the
free radicals scavenging activity, reducing power and lipid peroxidation inhibition, and anti-inflammatory activity,
determined by the capacity to inhibit NO formation in murine macrophages (RAW 264,7). However, it was not observed
a direct relation between the mentioned bioactive properties and the chemical profile (qualitative or quantitative) of the
samples. The results highlight that there are specific concentrations in which these compounds are more active (e.g.,
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in the single sample obtained from Aveleda apiary). The BV samples also showed similar cytotoxicity for all the tested
tumor cell lines (MCEF-7, NCI-H460, HeLa and HepG2), being MCF-7 (breast carcinoma) and HeLa (cervical carcinoma)
the most susceptible ones. Nevertheless, the studied samples seem to be not suitable to treat breast, hepatocellular and
cervical carcinoma because at the active concentrations, the samples were also toxic for non-tumor cells (porcine liver
primary culture, PLP2). Regarding the non-small lung cell carcinoma, BV should be used under the concentration toxic
for non-tumor cells. Overall, the present study corroborates the enormous bioactive potential of BV being the first report

on samples from Portugal.

Keywords: Bee venom, Apis mellifera iberiensis, Antioxidant activity, Anti-inflammatory potential, Cytotoxicity.

INTRODUCAO

O veneno de abelha (VA) ou apitoxina é uma ferra-
menta tinica no reino animal e possui um papel
primordial de defesa para a colmeia. O VA é produ-
zido na glandula do veneno das abelhas (Apis
mellifera) que se localiza na cavidade abdominal,
sendo uma mistura complexa de varios compostos
responsaveis pela protecao das abelhas contra uma
ampla diversidade de predadores e de outros artré-
podesou vertebrados (Liu et al., 2002; Orsoli¢, 2009).

Os compostos ativos do VA incluem proteinas e
péptidos (melitina (MEL), apamina (APA), adola-
pina, péptido desgranulador de mastocitos, seca-
pina, procamina, inibidor de protease, tertiapina
e outros pequenos péptidos), enzimas (fosfolipase
A2 (PLA2), hialuronidase, fosfomonoesterase
acida, lisofosfolipase e a-glucosidase), assim como
componentes nao peptidicos, tais como aminas
fisiologicamente ativas (histamina, dopamina e
noradrenalina), aminodacidos (acido aminobuti-
rico e acido a-amina), agticares (glucose e frutose),
fosfolipidios e compostos volateis (Park et al., 2010;
Gajski & Garaj-Vrhovac, 2013; Liu efal., 2014).
Mas, os principais componentes do VA sao hista-
mina, catecolaminas, poliaminas, MEL e PLA2
(Orsoli¢ et al., 2003). Por outro lado, a MEL, o
péptido desgranulador de mastécitos e a APA sao
os componentes mais estudados do VA por serem
responsaveis pela maior parte dos seus efeitos
analgésicos, anti-inflamatdrios e anti-neoplasicos
(Jagua-Gualdron, 2012).

O VA tem sido usado como medicamento tradi-
cional para tratar infe¢des inflamatorias cronicas
(artrite, reumatismo e dor nas costas) (Chang e
Bliven, 1979; Son et al.,, 2007; Vasileiadou et al.,,
2010) e doencas de pele (Escrig et al,, 1997; Han
etal, 2012a,b). Os compostos individuais do
VA tém demonstrado as mesmas propriedades,

como € o caso do péptido desgranulador de masto-
citos (Banks et al., 1990), da MEL (Srivastava et al.,
2012; Rayahin et al,, 2014) e da PLA2 (Ximenes
et al., 2012), que possuem capacidade para reduzir
as citocinas pro-inflamatdrias e outros mediadores
de inflamagao.

MATERIAL E METODOS
Recolha e preparagio das Amostras

As cinco amostras de VA foram recolhidas entre
Maio e Junho de 2014, a partir de colmeias de Apis
mellifera iberiensis localizadas em dois apidrios
diferentes préximos de Braganga: Milhdo (quatro
amostras) e Aveleda (uma amostra), que se encon-
tram a cerca de 26 km um do outro. Para a recolha
foi utilizado o equipamento BeeWhisper 0412,
colocado a entrada da colmeia.

Ap6s recolha, as amostras foram armazenadas a
-18°C e liofilizadas para as analises posteriores.

Caracterizagdo quimica

A caracterizacdo quimica das amostras de VA foi
determinada pela analise de trés péptidos (MEL,
PLA2 e APA) por LC/DAD/ESI-MSr de acordo com
os autores (Sobral et al., 2016).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das solu¢des aquosas de
VA foiavaliada por diferentes ensaios in vitro: efeito
captador de radicais livres (ensaio do DPPH- 2,2
-difenil-1-picril-hidrazilo), poder redutor (ensaio
ferricianeto/azul da Prussia) e inibi¢do da pero-
xidacdo lipidica (ensaio [-caroteno/linoleato e
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TBARS - espécies reativas do 4cido tiobarbittrico
em homogeneizados cerebrais) (Sobral et al., 2017).

Citotoxicidade e anti-inflamatoria

A citotoxicidade foi avaliada em quatro linhas
celulares humanas tumorais: MCF-7 (carcinoma de
mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmao), HeLa
(carcinoma cervical) e HepG2 (carcinoma hepato-
celular), utilizando o método da sulforrodamina
B (SRB). A citotoxicidade para células normais foi
avaliada utilizando uma cultura primaria estabele-
cida a partir de células de figado de porco (PLP2)
(Abreu et al., 2011).

A atividade anti-inflamatoria foi avaliada numa
linha celular de macréfagos de rato (RAW 264.7),
através da inibi¢do da producdo de éxido nitrico
(NO) (Sobral et al., 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Carateriza¢ido quimica das amostras de veneno de
abelha

Os compostos quimicos identificados nas cinco
amostras de VA estudadas sdo apresentados no
Quadro 1. A melitina foi o composto mais abun-
dante em todas as amostras, enquanto a apamina
foi o composto encontrado em concentragao mais
baixa (Quadro 1). A amostra VA2 foi a que apre-
sentou niveis mais elevados de melitina (86,72+0,50
ug/mL), de fosfolipase A2 (11,36+0,18 ug/mL) e de
apamina (1,80+0,03 pg/mL), seguida da amostra
VA4. Pelo contrario, as amostras VA5 e, principal-
mente VA1, apresentaram as menores concentra-
¢Oes de todos os compostos.

Atividade antioxidante das amostras de veneno de
abelha anti-inflamatoria das amostras de veneno
de abelha

Todas as amostras revelaram atividade antioxi-
dante e anti-inflamatéria e, aparentemente, nao
existe relagdo com nenhum dos componentes
individuais identificados e quantificados nessas
amostras. A amostra VA5 revelou ter a maior
atividade captadora de radicais livres DPPH, o
maior poder redutor, bem como a maior capa-
cidade de inibi¢do da peroxidacdo lipidica e da
producao de NO (Quadro 2). Entre as amostras
de VA estudadas, a amostra VA5 foi a unica a ser
recolhida num apiario diferente (Aveleda). Deve
ainda realgar-se que a atividade anti-inflamatdria
de todas as amostras de VA (valores de EC;,
<8 ug mL) foi mais elevada do que a observada
para o controlo positivo, que foi a dexametasona
(valores de EC,;=15,5+1,96 ug/mL; Quadro 2).

A falta de correlagdo entre a concentracao de
melitina, fosfolipase A2 e apamina, e os resul-
tados in vitro das atividades antioxidante e anti-
-inflamatoria, evidencia que ha concentragdes
especificas em que estes compostos se tornam
mais ativos. A concentracdes mais elevadas ou
mais baixas, as atividades anteriormente mencio-
nadas diminuem, provavelmente, devido a efeitos
antagonistas.

Citotoxicidade das amostras de veneno de abelha

As amostras de VA estudadas demonstraram cito-
toxicidade semelhante para todas aslinhas celulares
tumorais testadas: carcinoma de mama (MCEF-7),
pulmao (NCI-H460), cervical (HelLa) e hepato-
celular (HepG2) (Quadro 2). As linhas celulares

Quadro 1 - Caraterizagdo quimica das amostras de veneno de abelha (VA) através da analise de péptidos por LC/DAD/ESI-MSn

VA1 VA 2 VA3 VA 4 VA5
Apamina (pug/mL) 0,94+0,014 1,80+0,032b 1,61+0,17° 1,950,022 1,25+0,04¢
Fosfolipase A2 (ug/mL) 4,98+0,014 11,360,182 9,02+0,62¢ 10,08+0,34° 5,98+0,114
Melitina (pg/mL) 35,64+0,09¢ 86,72+0,502 70,58+3,99¢ 80,74+0,34> 52,20+0,664

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas entre amostras (p <0,05).
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Quadro 2 - Propriedades bioativas das amostras de veneno de abelha (VA)

VA1 VA2 VA3 VA4 VA5 Trolox
Atividade antioxidante

(valores de EC;,, pug/mL)

Atividade captadora de radicais 48747 45146 491410 5124160 346444 42
DPPH

Poder redutor 3264160 238+10¢ 306+1v 291:2¢ 22545¢ 41
Inibicao da descoloracao 710+10° 545494 82649 666+23¢ 435+15¢ 18
do p-caroteno

Inibigdo de TBARS 1,45+0,08 | 1,22+0,05¢ | 2,38+0,20° | 1,70+0,03> | 1,07+0,10¢ 23
Atividade anti-inflamatdria

(valores de EC,,, pg/mL) Dexametasona
Produgao de NO 6,77+0,13> | 5,76+0,06c | 5,81+0,94c | 7,910,172 | 4,85+0,02¢ | 155%1,96
Atividade citotOxica Elipticina

Para linhas celulares tumorais

(valores de G, pg/mL)

MCEF-7 416+0,492 | 4,44+0,43= | 4,02+0,38 | 4,51+0,21> | 4,49+0,42= 1,21
NCI-H460 16,00+2,34* | 17,68+0,53* | 18,18+0,86* | 19,68+1,80° | 17,98+0,86 1,03
HelLa 4,54+0,22% | 2,83+0,41c | 4,41+0,01 | 3,51+0,81b | 4,80+0,15 0,91
HepG2 10,641,892 | 12,19+1,40° | 5,43+0,08 | 6,55+0,11% | 9,85+0,36% 1,10
Para células de figado ndo tumorais

(valores de G, pug/mL)

PLP2 15,03+0,28* | 13,86+0,10° | 10,11+0,91> | 12,94+1,21 | 14,66+0,66° 2,29

Valores de EC,, para a atividade antioxidante: concentracdo da amostra que providencia 50% da atividade antioxidante ou 0,5 de absorvéncia no poder redutor.
Valores de EC,, para a atividade anti-inflamatéria: concentracdo da amostra que providencia 50% da inibi¢do da producado de NO em relagdo ao controlo negativo
(100 %). Valores de G, para a citotoxicidade: concentragao de amostra para atingir 50% de inibicao do crescimento em linhas celulares tumorais humanas ou na
cultura primaria de células de figado (PLP2). Em cada linha, letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas entre amostras (p< 0,05).

MCF-7 e HelLa foram as mais suscetiveis a acao das
amostras de VA, tendo em conta os valores de GI,
obtidos (<5 pg/mL). No caso da linha celular HeLa,
o mesmo valor de GI, foi obtido por Orsoli¢ (2009)
para VA proveniente da Eslovénia (3 pg/mL).
Por outo lado, amostras comerciais de VA reve-
laram menor atividade contra a linha celular HeLa
[GL;=9,7 pg/mL (Kim et al., 2015) e ~20% da viabi-
lidade celular para 60 pg/mL, (Gajski et al., 2014)].

Deve realcar-se a existéncia de toxicidade das
amostras de VA em relagdo as células de figado
nao tumorais (PLP2; Quadro 2) e que apenas para
as NCI-H460 as concentragoes de GI,, obtidas
(valores entre 16,00+2,34 e 19,68+1,80 pg/mL) foram
superiores as observadas nas PLP2 (valores de GI;,
entre 10,11+0,91 e 15,03+0,28 ug/mL). Portanto, as
amostras estudadas parecem ndo ser adequadas

para o tratamento do carcinoma de mama, hepa-
tocelular e cervical, e em relacdo ao carcinoma
do pulmao, estas devem ser aplicadas a baixo da
concentracgdo toxica para as células ndo tumorais.
A toxicidade do VA para células ndo tumorais ndo
é novidade, tendo sido ja descrita em linfécitos por
diferentes autores (Lee et al., 2007; Gajski & Garaj-
-Vrhovac, 2008; Garaj-Vrhovac & Gajski, 2009).

CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou o amplo potencial
bioativo do veneno de abelha (VA) incluindo
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e
citotdxicas, e constitui o primeiro documento de
estudo com amostras Portuguesas. Apesar da iden-
tificacdo das moléculas peptidicas mais abundantes
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