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RESUMO 
 

Atualmente, é de conhecimento popular que produtos naturais possam 
apresentar mais benefícios a saúde do que químicos sintéticos. Um exemplo disso é 
o que pode ser visto com respeito ao veneno de abelha, um produto apícola que 
vem sendo muito utilizado, há muito tempo, na medicina oriental tradicional para o 
tratamento de artrites e dores. Porém, recentemente, o veneno de abelha tem 
também sido utilizado também pela indústria de cosméticos, devido ao seu potencial 
efeito sobre a pele, na redução de rugas. Dentre os compostos do veneno de 
abelha, a melitina é a substância encontrada em maior quantidade. O uso do veneno 
como fármaco se deve as características da melitina, pois esta induz um aumento da 
circulação sanguínea e, consequentemente, atua na maior produção de colágeno e 
elastina, eliminando as células mortas e reduzindo as rugas. Hoje, sabe-se que a 
melitina também age sobre células saudáveis, causando seu rompimento, uma vez 
que se liga à membrana plasmática formando poros d’água ou aumentando a 
permeabilidade celular. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o 
potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico da melitina em células de 
hepatocarcinoma humano (HepG2). Neste estudo foram desenvolvidos ensaios do 
MTT, do Azul de Tripan e de estresse oxidativo (citotoxicidade); ensaio do cometa 
(genotoxicidade) e teste do micronúcleo com bloqueio da citocinese 
(mutagenicidade). Para o teste do MTT, realizado com a melitina, foram utilizadas as 
seguintes concentrações: 5,0 µg/mL, 1,0 µg/mL, 0,5 µg/mL, 0,05 µg/mL, 0,005 
µg/mL, 0,0005 µg/mL. Destas concentrações, apenas a de 5,0 µg/ml foi citotóxica 
para as células. As demais concentrações (1,0 µg/mL, 0,5 µg/mL e 0,05 µg/mL) 
tiveram viabilidade celular maior que 80%, portanto utilizadas nos ensaios do 
cometa, MN e estresse oxidativo. No ensaio do Comenta nenhuma das 
concentrações testadas apresentou potencial genotóxico sobre as células, o que nos 
permite concluir que essas concentrações não foram capazes de induzir dano ou, se 
houve indução de dano, as células foram capazes de se recuperar no período de 24 
horas em que ficaram expostas. Ao utilizar as mesmas concentrações no teste do 
MN, observou-se que apenas a concentração de 1,0 µg/mL (a mais alta testada) 
apresentou potencial mutagênico sobre as células HepG2. Na avaliação da atividade 
da CAT, as concentrações de 1,0 µg/mL e 0,05 µg/mL se mostraram capazes de 
aumentar a atividade dessa enzima. Na avaliação da atividade da SOD, apenas a 
concentração de 1,0 µg/mL apresentou um valor significativo, em relação ao controle 
negativo, indicando um aumento na atividade dessa enzima. Já na avaliação da 
atividade da GST, não houve variação da absorbância durante o tempo de 5 
minutos, portanto o teste não ofereceu resultados conclusivos. No ensaio do TBARS, 
todas as concentrações tiveram valores próximos ao controle negativo, porém esses 
resultados também foram considerados inconclusivo. 
 
Palavras-chave: Ensaio do cometa, ensaio do MTT, estresse oxidativo, HepG2, 
teste do micronúcleo, veneno de abelha. 
 
 
 
  
 
 



 
 

 

ABSTRACT 
 

Currently, it is popular knowledge that natural products can provide more 
health benefits than synthetic chemicals. An example of this is what can be seen with 
respect to bee venom, which is a bee product and has been widely used, long ago, in 
traditional Oriental medicine for the treatment of arthritis and pain. However, recently, 
bee venom has also been used on cosmetic industries due to its potential effect on 
the skin on reducing wrinkles. Among compounds from bee venom, melittin is its 
major constituent. This use of the bee venom is given by the melittin characteristic of 
inducing an increase on blood circulation and, consequently, acts on the production 
of collagen and elastin, removing dead cells and reducing wrinkles. Nowadays, it is 
known that it acts on healthy cells, disrupting them, once melittin binds on plasmatic 
membrane forming water pores or increasing cell permeability. Thus, the present 
study aimed to evaluate the cytotoxic, genotoxic and mutagenic potentials of melittin 
in human hepatocarcinoma cells (HepG2). In this study, MTT test, Trypan blue and 
oxidative stress assays (cytotoxicity); the comet assay (genotoxicity) and the 
micronucleus with cytokinesis block assay (mutagenicity) were performed. For the 
MTT assay (cytotoxicity test) with melittin the following concentrations were tested: 
5.0 µg/mL, 1.0 µg/mL, 0.5 µg/mL, 0.05 µg/mL, 0.005 µg/mL, 0.0005 µg/mL. Of these, 
only the concentration of 5.0 µg/mL was cytotoxic to the cells. The other 
concentrations (1.0 µg/mL, 0.5 µg/mL and 0.05 µg/mL) had a cell viability higher than 
80%, so they were used on comet, MN and oxidative stress assays. In the Comet 
assay, none of them showed genotoxic potential to cells, which allows to conclude 
that these concentrations were not able to induce damage or, if there was damage 
induction, the cells were able to recover in the 24 hour period that they were exposed 
to melittin. When using the same concentrations on the MN assay, it was observed 
that only the concentration of 1.0 µg/mL (the highest tested) showed mutagenic 
potential on HepG2 cells. In the evaluation of CAT activity, the concentrations of 1.0 
µg/mL and 0.05 µg/mL showed to be capable of raising the activity of this enzyme. In 
the evaluation of SOD activity, only the concentration of 1.0 µg/mL showed a 
significant value in comparison to negative control, indicating an increase in this 
enzyme activity. In the evaluation of the GST activity, there was no variation on the 
absorbance during 5 minutes and, therefore, it was not conclusive. In the TBARS 
assay, all concentrations had values near to the negative control, being this result 
also inconclusive. 
 
 
Key words: Bee venom, comet assay, HepG2, micronucleus test, MTT test, 
oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO E RELEVÂNCIA DO TEMA 

O veneno de abelha é amplamente utilizado na medicina oriental para o 

tratamento de diversas doenças, sendo um composto alvo de muitas investigações, 

principalmente as relacionadas com as propriedades medicinais de suas substâncias 

(MOON et al., 2007; SON et al., 2007; CHEN; LARIVIERE, 2010). Recentemente, 

este veneno tem sido utilizado em cosméticos, para minimizar as rugas, funcionando 

como “Botox” natural. De acordo com os estudos realizados por Han et al. (2011) em 

camundongos, o veneno de abelha acelera a cicatrização dérmica, devido à indução 

de um aumento na expressão da proteína colágeno-I.  

Lee et al. (2007) mostraram que o veneno de abelha pode causar danos ao 

sistema enzimático, atuar na dilatação e contração de vasos sanguíneos e 

desencadear processos inflamatórios. Além disso, o veneno mostrou ter um alto 

potencial citotóxico para linfócitos humanos, comprovado pelos testes do 

micronúcleo e de fragmentação de DNA. 

O veneno de abelha é constituído, basicamente, de melitina, fosfolipase A2, 

histamina, hialuronidase, catecolamina e serotonina (JUNIOR et al., 2010), sendo 

que a melitina corresponde de 40 a 50 % do volume total do veneno.  Segundo 

Terwilliger e Eisenberg (1982), a melitina é um pequeno peptídeo de estrutura 

primária (α-hélice), constituído de 26 aminoácidos, conforme a sequência: NH2-Gly1-

Ile2-Gly3-Ala4-Val5-Leu6-Lys7-Val8-Leu9-Thr10-Thr11-Gly12-Leu13-Pro14-Ala15-Leu16-

Ile17-Ser18-Trp19-Ile20-Lys21-Arg22-Lys23-Arg24-Gln25-Gln26-CONH2 

Sabe-se hoje que o veneno de abelha é efetivo no tratamento de artrite e 

reumatismo, devido à ação da melitina, a qual estimula as glândulas supra renais a 

produzirem o cortisol, um hormônio corticosteroide que possui ação anti-inflamatória 

(MOON et al, 2007; SON et al, 2007). Além disso, tem importante ação contra 

tumores, pois é capaz de se ligar à membrana da célula tumoral e causar sua lise ou 

sua apoptose (VICK; SHIPMAN, 1972; SON et al., 2007). No entanto, a melitina 

também afeta células saudáveis, pois, apesar de ser solúvel em água, ela é capaz 

de se ligar à bicamada lipídica pela terminação carboxi, que é polar (TERWILLIGER; 

EISENBERG, 1982), agindo como um detergente e levando a um aumento da 

permeabilidade dos poros de água da membrana, causando rompimento dessa 

estrutura celular (GLÄTTLI et al., 2006). 
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Qian e Heller (2015) verificaram que em concentrações inferiores às capazes 

de formar poros, esse peptídeo é capaz de alterar a distribuição de colesterol e 

lipídeos dispostos em vesículas unilamelares. Foi observada a redistribuição do 

colesterol quando este estava em concentrações altas e o peptídio em 

concentrações baixas, devido a um efeito adicional não observado para outros 

peptídeos, como a alameticina, sugerindo que essa mudanças seja um limiar para a 

lise da célula (QIAN; HELLER, 2015). 

Isso se deve ao efeito que a proporção peptídeo/lipídeo tem sobre a ligação da 

melitina à membrana, sendo que, em baixas proporções à molécula de melitina 

adota uma conformação helicoidal, enquanto que em proporções mais elevedas 

assume uma reorientação da molécula para uma conformação transmembranar, o 

que pode levar a formação de poros (IRUDAYAM et al., 2013; JAMASBI, et al., 

2016). 

No experimento realizado por Ross et al. (1987) com larvas de Heliothis zea 
(lagarta da espiga do milho) expostas à melitina por 24 e 48 horas, os autores 

observaram que este peptídeo se mostrou, para estes tempos, 36% e 55%, 

respectivamente, mais tóxico que o veneno bruto de abelha, além de também ter 

inibido em 50% o crescimento das larvas, quando estas foram expostas por quatro 

dias à melitina, enquanto que o veneno bruto causou apenas uma inibição 

transitória.  

A citotoxicidade, ou potencial citotóxico, é a capacidade de um agente induzir 

um efeito nocivo sobre as células. Os testes que avaliam toxicidade baseiam-se em 

colocar um material biológico (células de mamíferos, por exemplo) em contato direto 

ou indireto com o xenobionte e avaliar as alterações que esses agentes podem 

induzir neste bioindicador exposto a ele. Esses testes podem ser feitos tanto por 

meio de incorporação de corantes nas células ou pela observação de formação 

colônias do organismo exposto (ROGERO et. al., 2003). Assim, podemos dizer que 

compostos altamente citotóxicos têm a capacidade de inibir totalmente o processo 

de divisão celular (CORROQUÉ, 2014) ou até mesmo matar as células, o que pode 

ser evidenciada pela avaliação da viabilidade celular do organismo que foi exposto 

ao agente indutor da citoxicidade. 

O ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5dimetiltiazil-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) é um 

teste indicado para avaliar a potencial interferência de um agente sob a viabilidade 

celular (MOSMANN, 1983). Este teste permite, determinar quais as concentrações 



Introdução e Relevância do Tema___________________________________________14 
 
 

 

de uma dada substância são citotóxicas para as células estudadas. O MTT (brometo 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazólio) é um sal solúvel que, quando 

metabolizado pela enzima succinato desidrogenase presente na membrana interna 

da mitocôndria, é reduzido em formazan, que é um produto insolúvel e de coloração 

roxa. Portanto, apenas células vivas tem capacidade de acumular e reduzir o MTT 

(HARBELL et al., 1997; STOKERT et al., 2012). 

Para detecção de genotoxicidade e mutagenicidade, de um agente bioativo, 

são utilizados alguns bioensaios, como o ensaio do cometa e do micronúcleo, 

respectivamente, testes estes considerados rápidos e eficazes para esses fins.  

A genotoxicidade de uma determinada substância, composto ou mistura se dá 

pela sua capacidade de induzir danos na molécula de DNA, mesmo sendo esses 

danos passíveis de reparo pelo sistema celular. 

Para verificar essa capacidade é utilizado o ensaio do cometa, onde as células 

são colocadas em lâminas cobertas por agarose, passam por um processo de lise e 

são submetidas a uma corrente elétrica (COLLINS, 2004; HOVHANNISYAN, 2010). 

Se o DNA nuclear destas células tiver sofrido alguma quebra na sua estrutura, os 

fragmentos derivados da quebra serão então arrastados por esta corrente elétrica 

em direção ao polo positivo. A migração dos fragmentos forma uma imagem 

semelhante a um cometa, onde o material que está presente no núcleo, chamado de 

nucleóide, seria o corpo do cometa e os fragmentos arrastados a sua cauda 

(COLLINS, 2004). Este teste ganhou popularidade por ser um teste muito sensível, 

capaz de detectar baixos níveis de dano no DNA de células individuais (SINGH et al, 

1988). Esta técnica, que requer um número reduzido de células e pode ser aplicado 

em qualquer fase do ciclo de divisão celular (FAIRBAIRN et al., 1995; PAVLICA et 

al., 2001), foi realizado pela primeira vez por Rydberg e Johanson em 1978 e teve 

seu protocolo adaptado para células de mamíferos por Östling e Johanson em 1984 

(COTELLE; FÉRARD, 1999). 

A mutagenicidade pode ser definida como a capacidade de um agente causar 

danos e/ou mutações irreversíveis no DNA. A grande maioria dos agentes 

mutagênicos promovem, aceleram ou aumenta as mutações no DNA, podendo 

alterar o material genético em qualquer fase do ciclo celular (OBE et. al., 1982; 

CORROQUÉ, 2014). Havendo um processo de replicação do DNA, logo após o 

acontecimento da mutação, esta irá ser fixada (OBE et. al., 1982). 
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O micronúcleo (MN) é uma pequena massa de cromatina delimitada por 

membrana e separada do núcleo principal. Ele surge em decorrência de danos no 

material genético nuclear (perda de fragmentos acêntricos ou de cromossomos 

inteiros), que se separam do núcleo principal durante a mitose, se condensam e são 

envolvidos por membranas biológicas (FENECH et al., 1997).  

A citocalasina B é uma substância que impede a citocinese, pela inibição da 

polimerização da actina, mas não inibe a divisão nuclear da célula (CHEONG et al., 

2013). Com isso, é possível verificar se uma célula exposta a um determinado 

agente, após divisão nuclear, possui micronúcleo e, assim, estimar se o agente 

analisado apresenta ou não efeito mutagênico (FENECH; MORLEY, 1985). Pelo 

teste do micronúcleo também é possível observar a presença de pontes 

nucleoplásmicas e brotos nucleares, os quais podem ser usados para avaliar 

diferentes tipos de danos no DNA (CHEONG et al., 2013). 

Além dos testes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade, outros 

testes também são capazes de avaliar os efeitos celulares de compostos químicos, 

como os testes que avaliam a indução de estresse oxidativo. Estes testes são 

utilizados para quantificar o dano causado pelas espécies reativas de oxigênio 

(ERO), as quais podem causar danos em biomoléculas como o DNA, lipídios e 

proteínas (DOMÍNGUEZ-REBOLLEDO et al., 2010; HARA, 2012).  

A determinação dos níveis de espécies reativas do ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) é usada para quantificação da peroxidação lipídica, como é o caso do 

malondialdeído (MDA), um composto carbonil reativo que é produto da 

lipoperoxidação (PLAYER et al., 1979; OAKES; VAN DER KRAAK, 2003). Peróxidos 

de lipídios de ácido graxos polinsaturados são instáveis e, ao se decomporem, 

formam compostos complexos, como o MDA, que pode modificar a membrana de 

estruturas biológicas, alterando sua permeabilidade e fluidez, como também o 

transporte de íons e processos metabólicos (ARMSTONG; BROWNE, 1994; NIGAM; 

SCHEWE, 2000).  

Outros ensaios de estresse oxidativo também são realizados para avaliação de 

alteração da atividade das enzimas superóxido desmutase (SOD) e catalase (CAT). 

A SOD é uma enzima encontrada tanto em células animais quanto vegetais, que 

impede a ação tóxica dos radicais superóxidos (O2•-), que são extremamente 

reativos sobre as células, convertendo-os em peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

oxigênio (O2) (NAGAMI et al., 2005; ASSADY et al., 2011). Em animais, essa enzima 
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ocorre em alta concentração no cérebro, fígado, coração, eritrócitos e rins 

(SANDSTROM et al., 1994).  

Já a CAT é uma enzima antioxidante presente em grande parte das células 

aeróbicas, sendo encontradas em maiores quantidade no fígado, rins e eritrócitos 

(JOHANSSON; BORG, 1988). Ela é responsável por transformar o peróxido de 

hidrogênio em água (H2O) e oxigênio (O2), compostos estes não-tóxicos para a 

célula (BÖHMER et al., 2011). Além disso, as células têm outro importante 

antioxidante: a glutationa. Ela pode ser encontrada em duas formas no organismo: a 

glutationa reduzida (GSH) e a glutationa dissulfido (GSSH), que é a sua forma 

oxidada (ROUŠAR et. al., 2012). A sua forma reduzido é capaz de catalisar a 

conjugação de vários compostos eletrofílicos endógenos e exógenos, de forma a 

prevenir danos provenientes da toxicidade desses compostos (JACOBY, 1977; 

CHASSEAUD, 1979). 

Os testes descritos acima podem ser aplicados em diversos sistemas 

biológicos, dentre eles as células mantidas em cultura celular, sendo que as mais 

comumente utilizadas são as derivadas de sistemas biológicos de mamíferos. Dentre 

as diferentes linhagens celulares utilizadas nos testes in vitro, podemos destacar a 

célula HepG2 (derivada de hepatocarcinoma humano). Diferentemente de muitas 

linhagens, por esta ser célula de fígado, ela é capaz de metabolizar a sustância à 

qual foi exposto, o que pode indicar, de forma mais fiel, os efeitos celulares 

promovidos pela substância (LAMY et al., 2004). A capacidade de metabolização da 

linhagem HepG2 é uma das características desta célula, que é geralmente perdida 

em outras linhagens celulares. Esta característica a torna uma linhagem amplamente 

diferenciada (KNOWLES et al., 1980) e vantajosa para estudos de toxicidade. Além 

disso, essa linhagem mantém sua morfologia semelhante ao epitélio e parênquima 

hepático. 

Como a melitina pode apresentar tanto efeitos benéficos como danosos para 

as células, torna-se evidente a necessidade de se realizar investigações mais 

criteriosas sobre a bioatividade desta substância, para que se possa estimar as reais 

potencialidades de seu uso, seja na terapêutica ou na cosmética. Assim, é muito 

importante a realização de ensaios que avaliem a citotoxicidade, genotoxicidade e 

mutagenicidade do produto, pois estes permitirão determinar os efeitos da melitina 

sobre o material genético dos organismos eventualmente expostos a ela. 

 



Introdução e Relevância do Tema___________________________________________17 
 
 

 

Assim, de acordo com o acima mencionado, o presente estudo teve por 

objetivo avaliar o potencial da melitina em induzir danos no material genético e 

estresse oxidativo em células HepG2 mantidas em cultura. 
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2 OBJETIVOS  
Tendo em vista que a melitina pode ter diferentes efeitos tanto negativos 

quanto positivos sobre as células e organismos, este estudo investigou a atividade 

desta substância sobre as células HepG2 mantidas em cultura, para estimar:  

9 O potencial citotóxico da melitina, por meio do ensaio do MTT em células; 

9 O potencial genotóxico da melitina, por meio do ensaio do cometa em 

células; 

9 O potencial mutagênico da melitina, por meio do teste do micronúcleo em 

células; 

9 O potencial da melitina induzir estresse oxidativo em células. 
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3 METODOLOGIA 
 

3.1 Material Biológico 

Para a realização dos testes biológicos, foram utilizadas células da linhagem 

HepG2 (hepatocarcinoma humano), obtidas junto ao Banco de Células do Rio de 

Janeiro e mantidas em cultura no Laboratório de Mutagênese do Instituto de 

Biociências da Unesp de Rio Claro. 

 

3.2 Bioensaios com células HepG2 (Hepatocarcinoma Humano) 

As células HepG2 foram cultivadas em frasco de cultura de 25 cm2, contendo 5 

mL de meio MEM (Meio de Eagle – Gibco/Cultilab), suplementados com 10% de 

soro bovino fetal (SBF) e 0,1% de solução de antibiótico-antimicótico (penicilina 

10.000 U.I./mL / estreptomicina 10 mg/mL, Cultilab). Os frascos foram mantidos à 

37ºC em estufa de CO2 (5%), até que as células atingissem, aproximadamente, 80% 

de confluência. Nestas condições, o ciclo celular desta linhagem celular é de, 

aproximadamente, 24 horas.   

 

3.3 Material Químico 

Foi utilizada melitina (CAS Nº 37231-28-0, Sigma), um pequeno peptídeo (26 

aminoácidos) de estrutura primária, com pureza de 91,8% (HPLC).  

As concentrações iniciais utilizadas foram baseadas em estudos prévios 

realizados por Hoshina (2012), com veneno de abelha, e, posteriormente, pelo teste 

do MTT, levando-se em consideração a concentração da melitina no veneno (de 40 

e 50% do volume total do veneno de Apis melífera). 
 

3.3.1 Tratamentos 

Para os ensaios de citotoxicidade (ensaio do MTT), foi utilizado como controle 

positivo (CP) Triton X-100, diluído em meio de cultura sem soro, na concentração de 

1%. Já para os testes de genotoxicidade (ensaio do Cometa) e de mutagenicidade 

(teste do Micronúcleo), foi utilizado como CP o composto metilmetano sulfonato 

(MMS) à 4x10-2 M e, como controle negativo (CN), meio de cultura sem soro.  
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3.4 Teste do MTT 

Para a avaliação do potencial citotóxico da melitina, foi realizado o ensaio do 

MTT em células HepG2 o qual foi realizado em placas de ELISA de 96 poços, sendo 

os tratamentos dispostos na placa, de acordo com o esquema abaixo: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para o ensaio do MTT (CAS Nº. 298-93-1, Sigma), foram semeadas, em placas 

de 96 poços, 2,34 x 104 células por poço, em um volume total de 100 µL de meio 

com soro, onde foram incubadas por um período de 24 horas, para estabilização das 

células. Nos poços designados como B, não foram semeadas células e estes foram 

preenchidos somente com meio de cultura. Decorridas às 24 horas, o meio de cada 

poço foi substituído por um meio de cultura novo (sem soro), em um volume final de 

200 µL, sendo que nos poços designados para o controle negativo as células foram 

expostas somente ao meio de cultura sem soro e nos poços designados para o 

controle positivo as células foram expostas ao meio de cultura sem soro mais Triton 

X-100 1%. Nos demais poços, foram adicionadas as diferentes concentrações de 

melitina (50,0 µg/mL, 25,0 µg/mL, 10,0 µg/mL, 5,0 µg/mL, 1,0 µg/mL, 0,5 µg/mL, 

0,05 µg/mL, 0,005 µg/mL, 0,0005 µg/mL, 0,00005 µg/mL e 0,000005 µg/mL). 

Os tratamentos permaneceram nos poços por um período de 24 horas e, 

posteriormente, estes foram retirados e substituídos por 150 µL de MTT, diluído em 

CN = controle negativo; CP = controle positivo; B = branco; [1], [2], [3], [4], [5], [6] = as seis 
diferentes concentrações da melitina. Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Figura 1 – Distribuição dos tratamentos na placa de ELISA de 96 poços para o 
teste do MTT. 
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PBS, na concentração de 1 x 10-6 mg/mL. Depois de adicionado o MTT, a placa foi 

incubada por 4 horas, em estufa a 37 oC. Após este período, a solução de MTT foi 

descartada e adicionado, em cada poço, 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO).  

As placas foram lidas em espectrofotômetro com leitor de microplaca, em filtros 

de 540 nm (Aparelho Multiskan FC – Thermo Scientific). Os valores de absorbância 

obtidos foram submetidos ao teste estatístico ANOVA/ Dunnet, p < 0,05. 

 

3.5 Ensaio do Cometa 

Para o ensaio do cometa, foram desenvolvidos, previamente, conforme citado 

acima, os ensaios do MTT e do Azul de Tripan. O ensaio do MTT foi desenvolvido 

para selecionar as concentrações não citotóxicas do agente a ser avaliado, para a 

linhagem celular utilizada, e o ensaio do Azul de Tripan para avaliar a viabilidade 

celular (superior à 80%) das concentrações não citotóxicas, previamente 

estabelecidas pelo MTT.  

Para este ensaio, foram semeadas, em cada frasco de cultura, 1 x 105 células. 

O tempo de tratamento utilizado foi de 24 horas e os testes realizados em triplicata, 

onde 3 frascos corresponderam ao controle negativo (CN); 3 frascos ao controle 

positivo (CP); e 9 frascos para testar a genotoxicidade das diferentes concentrações 

(5,0 µg/mL, 1,0 µg/mL, 0,5 µg/mL, 0,05 µg/mL, 0,005 µg/mL, 0,0005 µg/mL) da 

amostra experimental.  

Após passarem pelos tratamentos, as células HepG2 foram lavadas com PBS, 

submetidas à tripsina 5% por 5 minutos, ressuspendidas, homogeneizadas em 5 mL 

de meio de cultura com soro e centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm. A 

viabilidade celular foi avaliada pelo método da coloração exclusiva com Azul de 

Tripan. Para a contagem das células viáveis, 10 µL da suspensão celular foram 

misturadas com 10 µL de Azul de Tripan. A análise, realizada pela análise de 100 

células, considera células viáveis (vivas) as que apresentarem coloração branca e 

inviáveis (mortas) as que obtiverem coloração azul, uma vez que o corante é expulso 

das células vivas e permanece nas mortas. Este ensaio serviu como parâmetro para 

a realização do ensaio do cometa, que só deu continuidade para os tratamentos cuja 

viabilidade foi maior ou igual a 80%. 

Após análise da viabilidade celular, uma alíquota de 20 µL de suspensão 

celular foi misturada com 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão (37°C), a 
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0,5%, e, rapidamente, pingada sobre lâminas previamente cobertas com agarose de 

ponto de fusão normal (60°C), a 1,5%. As lâminas foram cobertas com lamínulas e 

resfriadas a uma temperatura de 4°C, por 20 minutos. Após a remoção cuidadosa 

das lamínulas, as lâminas foram imersas em solução de lise gelada e recém-

preparada, contendo 89 mL de solução de lise estoque (2,5 M de NaCl, 100 mM de 

EDTA, 10 mM de Tris com pH ajustado para 10, com auxílio de 8 g de NaOH, 890 

mL de água destilada e 1% de lauril sarcosinato de sódio), 1 mL de Triton X-100 e 

10 mL de DMSO, onde permaneceram por, no mínimo, 1 hora a 4°C. As lâminas 

foram posteriormente transferidas para uma cuba de eletroforese e cobertas com 

solução tampão (pH < 13) recém preparada (300 mM de NaOH/1mM EDTA, 

preparado de uma solução estoque contendo 10 N NaOH e 200 mM de EDTA, pH 

10), onde permaneceram por 20 minutos antes da eletroforese, para desnaturação 

do DNA. A corrida de eletroforese foi realizada a 4°C por 20 minutos a uma corrente 

de 0,8 V/cm e 300 mA. Seguindo-se a corrida, as lâminas foram colocadas em 

solução de neutralização (0,4 M tris-HCl, pH = 7,5), em três séries de 5 minutos 

cada, secas a temperatura ambiente e fixadas com etanol P.A., por 10 minutos. 

Após a fixação e secagem das lâminas, estas foram coradas com 50 µL de solução 

de GelRed® (15 µL de GelRed 10.000X em água, 5 mL de NaCl a 1 M, e 45 mL de 

água destilada) e cobertas com lamínula.  

O material foi imediatamente analisado em microscópio de fluorescência com 

filtro de excitação de 515-560 nm e filtro de barreira de 590 nm, em um aumento de 

400 vezes. A dimensão dos danos indicados pelo teste do cometa foi avaliada pela 

análise de 100 nucleóides por lâmina, não sobrepostos e escolhidos aleatoriamente, 

totalizando 300 nucleóides por tratamento. Os nucleóides foram classificados em 

cinco classes, de acordo com o tamanho das caudas e segundo a classificação de 

Collins, (2004) em: classe 0 - ausência de danos no DNA; classe 1 – pequeno dano; 

classe 2 – dano médio; classe 3 – grande dano; classe 4 – todo o DNA localizado 

apenas na cauda. Os escores foram obtidos pela multiplicação do número de células 

encontradas em cada classe pelo número da classe correspondente, com valores 

variando de 0 (ausência total de danos) a 400 (dano máximo causado).  

Os valores de score obtidos foram submetidos ao teste estatístico ANOVA/ 

Dunnet, p < 0,05. 
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3.6 Ensaio do Micronúcleo com Bloqueio da Citocinese 

Após o ensaio do MTT, foram testadas três concentrações consideradas não 

citotóxicas para a linhagem celular, a fim de se avaliar sua capacidade de induzir 

mutagenicidade nas células.  

Para o ensaio do micronúcleo (MN), foram semeadas, em cada frasco de 

cultura, 1 x 106 células. O ensaio foi realizado em triplicata, onde 3 frascos 

corresponderam ao CN; 3 ao CP; 9 frascos para testar a mutagenicidade das 

diferentes concentrações de cada amostra experimental, sendo que os tratamentos 

permaneceram nos frascos por um período de 24 horas. Depois de realizados os 

tratamentos, o meio de cultura foi trocado e foram adicionados 50 µL de citocalasina 

B (300 µg/mL), por 28 horas, para obtenção de células binucleadas. Após a colheita, 

as células foram tratadas com solução hipotônica (KCl 0,075 M) e duas gotas de 

formol 40%, sendo posteriormente centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. Após o 

descarte do sobrenadante, foi adicionada ao pellet a solução fixadora de Carnoy (3 

partes de etanol absoluto: 1 parte de ácido acético glacial). 

 Antes da confecção das lâminas, estas foram lavadas e mantidas em água 

destilada a 4°C. Em seguida, a suspensão celular foi gotejada sobre lâminas 

contendo um filme de água e, depois de secas a temperatura ambiente, as lâminas 

foram coradas com Giemsa 5% por 8 minutos. Foram contadas 2.000 células 

binucleadas por réplica, totalizando 6.000 células por tratamento para a linhagem 

HepG2. As células contabilizadas apresentavam membranas nuclear e 

citoplasmática íntegras, núcleos de tamanhos similares não sobrepostos e um 

mesmo padrão e intensidade de coloração. 

Os valores obtidos das análises foram submetidos ao teste estatístico ANOVA/ 

Dunnet, p < 0,05. 

  

3.7 Ensaio do Estresse Oxidativo 

Neste ensaio, foram realizados os testes de peroxidação lipídica (TBARS) e 

mensuração da atividade das enzimas catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) 

e glutationa S-transferase (GST). Estes testes foram realizados em parceria com o 

Professor MSc. Acácio Antônio Pigoso, da Fundação Hermínio Ometto de Araras-

SP, especialista nesse tipo de bioensaio. 
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Para os testes de avaliação de estresse oxidativo, foram realizadas triplicatas 

para cada tratamento, sendo que em cada frasco foi adicionada uma quantidade 

igual a 3x106 células. Após o tempo de tratamento de 24 horas, as células foram 

lavadas duas vezes com PBS gelado, sendo retirado o excesso de PBS. As células 

foram liberadas dos frascos com o auxílio de “scraper”, passadas para um tubo de 

centrífuga graduado e levado para sonicar. Foi utilizado o sonicador Sonics Vibra 

Cell VCX-130 PB, com frequência de 40% e tempo de 20 segundos, para cada mL 

de suspensão celular. 

Os valores obtidos nos testes foram submetidos ao teste estatístico Mann-

Whitney, p < 0,05. 

 

3.7.1 Avaliação da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) foi avaliada segundo o 

método de Marklund e Marklund (1974). Em um tubo de ensaio foram misturados 2 

mL de TRIS-HCL 25mM em EDTA 20 mM e pH 85, 200 μl de pirogalol 15 mM, 200 

μl da suspensão celular. Após 10 minutos da realização da mistura, tempo 

necessário para a ocorrência de reação, foram adicionados 200 μl de HCl 1N, para a 

interrupção da reação. A absorbância foi medida espectrofotometricamente em 440 

nm. 

 

3.7.2 Avaliação da atividade da Catalase (CAT) 

A atividade da catalase (CAT) foi medida segundo o método de Aebi (1994). 

Em uma cubeta de quartzo foram misturados 200 μL da suspensão celular e 2 ml de 

PBS 0,1 M (pH 7,4 à temperatura ambiente). A reação foi iniciada quando foi 

adicionado 50 μL de peróxido de hidrogênio (H2O2 – 10 volumes). A leitura foi feita 

durante 5 minutos. A velocidade da decomposição do H2O2 foi medida, em 

espectrofotômetro, na absorbância de 240 nm. 

 

3.7.3 Avaliação da atividade da Glutationa S-Transferase (GST) 

A atividade da GST foi avaliada seguindo o método de Habig et al. (1974). A 

mistura analisada consistiu de 2,7 mL de tampão fosfato 0,1 M (pH 7,4), 100 µL de 

GSH 1 mM, 100 µL de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 1mM como substrato e 
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100 µL da suspensão celular. O aumento na absorbância foi medido a 340 nm por 5 

minutos, com 1 minuto de intervalo entre as leituras.  

 

3.7.4 Determinação dos níveis de espécies reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 
(TBARS) 

O nível de peroxidação lipídica foi avaliado segundo o protocolo de Buege e 

Aust (1978), com algumas modificações. Foi preparada uma mistura de 1 mL de 

suspensão celular (com 3x106 células/mL) com um meio contendo TBA 1% 

(preparado em NaOH 50 mM), 10 µL de NaOH 10 M e 500 µL de H3PO4 20%. Essa 

mistura reacional foi aquecida por 10 minutos em banho fervente. Posteriormente, a 

mistura foi resfriada e 3mL de n-butanol foram adicionados, para a extração do 

cromógeno. Em seguida, esta mistura foi centrifugada por 5 minutos a 1500rpm, 

para separar a fase orgânica (com cromógeno). A absorbância foi lida em 535nm. A 

concentração de substâncias reativas ao ácido TBARS foi calculada, baseando-se 

no valor de ε532 = 153000 M-1 cm-1. 

 

3.8 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram feitas utilizando o programa estatístico GraphPad 

Prism 6.01, desenvolvido pela empresa GraphPad Software, San Diego – Califórnia 

(EUA). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 Teste do MTT 

O teste do MTT é aplicado para se avaliar viabilidade celular, uma vez que as 

células viáveis, pós tratamento com o MMT, destacam-se por apresentar a coloração 

roxa, enquanto as células mortas não se coram. Isto acontece porque apenas as 

células viáveis conseguem converter o sal MTT em formazan, substância esta que 

apresenta a cor roxa. Essa conversão ocorre na membrana interna da mitocôndria e, 

como o formazan é incapaz de atravessar a membrana celular, ele fica retido dentro 

das células vivas (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). 

Os resultados do ensaio do MTT, realizado com as concentrações proposta 

neste trabalho para a melitina, está apresentado na Tabela 1 e Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Pelos resultados obtidos, podemos observar que a concentração de 5,0 

µg/mL foi estatisticamente diferente do CN e citotóxica para as células, tendo um 

valor bem próximo do obtido para o controle positivo. As concentrações de 0,005 

µg/mL, 0,0005 µg/mL obtiveram uma viabilidade celular superior à da concentração 

de 5,0 e 1,0 µg/mL, porém ainda abaixo de 80%, sendo então, consideradas 

citotóxicas para as células. De acordo com os resultados obtidos neste teste, foram 

selecionadas as concentrações de 1,0 µg/mL, 0,5 µg/mL, 0,05 µg/mL, para a 

realização dos ensaio do cometa, micronúcleo e estresse oxidativo, por serem estas 

a únicas concentrações que apresentaram-se não tóxica para as células (viabilidade 

superior a 80%), apesar da concentração de 0,05 µg/mL ter um resultado 

estatisticamente diferente do controle negativo. 

Tabela 1 – Média de absorbância e viabilidade celular, referente ao ensaio 
colorimétrico do MTT, realizado em células HepG2 expostas a diferentes 
concentrações de melitina. 

 

DP = Desvio padrão. * = valores estatisticamente significativos em relação ao controle negativo 
(ANOVA/Dunnet, p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora. 
 

Tratamentos Média Absorbância Viabilidade % (Média ± DP)
Controle Negativo 1,925 100 ± 0,148
Controle Positivo 0,051 2,6 ± 0,001 *

5,0 µg/mL 0,064 3,3 ± 0,014 *
1,0 µg/mL 1,802 93,6 ± 0,079
0,5 µg/mL 1,726 89,7 ± 0,178

0,05 µg/mL 1,559 81,0 ± 0,181 *
0,005 µg/mL 1,245 64,7 ± 0,242 *

0,0005 µg/mL 1,217 63,2 ± 0,198 *
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Nossos resultados do ensaio do MTT estão em concordância com Adade et. al. 

(2013) para ambas as linhagens, onde estes autores verificaram que a melitina, na 

concentração de 1,0 µg/ml, não foi citotóxica para a linhagem celular LLC-MK2 

(célula de rim de Macaca mulatta), mas a concentração de 5,0 µg/ml já causou uma 

perda de 49% das células nas primeiras 24 horas de tratamento, chegando a 100% 

no segundo dia de incubação. Nesse mesmo estudo, eles também observaram que 

a melitina foi capaz de causar alterações na morfologia celular de Trypanosoma 
cruzi, que os autores caracterizaram como autofagia e apoptose, sendo a 

característica mais marcante desse efeito a presença de estruturas semelhantes à 

autofagossomos ao redor do retículo endoplasmático. 

 

4.2 Ensaio do Cometa 

Como as concentrações com maiores viabilidades obtidas no ensaio do MTT 

foram 1,0 µg/mL, 0,5 µg/mL, 0,05 µg/mL, elas foram escolhidas para serem usadas 

no ensaio do cometa. Antes de se prosseguir com o ensaio, foi realizada a contagem 

de viabilidade celular, utilizando o método do Azul de Tripan, sendo que o ensaio do 

Figura 2 – Viabilidade (%) obtida no teste do MTT das células HepG2 expostas a 
diferentes concentrações de melitina. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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cometa só poderia ocorrer se fossem obtidas viabilidade celulares acima de 80%. Os 

resultados de teste do Azul de Tripan podem ser observados na tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como observado na tabela 2, todos os valores de viabilidade atingiram mais de 

80%, portanto confirmando os resultados do MTT, portanto adequados para dar 

continuidade ao ensaio do cometa, 

Os nucleóides obtidos no teste do cometa foram classificados em cinco 

diferentes classes, segundo a classificação Collins (2004), onde a classe zero indica 

nenhum dano no DNA e classe 4 indica que, praticamente, todo o material genético 

se encontra na cauda do cometa (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2 – Porcentagem da viabilidade células das células HepG2, obtida pelo 
teste de exclusão do corante azul de Tripan, após 24 horas de tratamento. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

Tratamento Frasco Viabilidade (%)
Viabilidade
celular %

(Média±DP)
1 96
2 98
3 96
4 96
5 87
6 92
7 96
8 94
9 99
10 97
11 96
12 93
13 98
14 96
15 98

0,5 µg/mL 95,37 ± 2,12

0,05 µg/mL 97,33 ± 1,15

Controle
Negativo 96,50 ± 1,32

Controle
Positivo 91,67 ± 4,51

1,0 µg/mL 96,33 ± 2,52
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Os escores obtidos no ensaio do cometa podem ser observado na Tabela 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acordo com os resultados obtidos pelo ensaio do cometa, é possível 

observar que nenhuma concentração obteve um valor estatisticamente significativo 

em relação ao controle negativo, o que permite concluir que nenhuma concentração 

teve efeito genotóxico nas células expostas. 

A ausência de genotoxicidade pode ser explicada por 3 possíveis eventos: 1. o 

tempo em que as células HepG2 foram expostas ao composto (24 horas) foi 

insuficiente para induzir tal efeito sobre elas; 2. caso tenha havido indução de 

B A 

D 

C 

E 

Figura 3 – Imagens do cometa de células HepG2 coradas com GelRed®. 

Representação das classes de zero a quatro, segundo classificação de Collins (2004), onde A: 
classe zero; B: classe um; C: classe dois; D: classe três; E: classe quatro. Fonte: Elaborada 
pela autora. 

CN = Controle Negativo, CP = Controle Positivo e DP = Desvio padrão; * = Valores 
estatisticamente significativos em relação ao controle negativo. (ANOVA/Dunnet, p<0,05). Fonte: 
Elaborada pela autora. 

Tabela 3 – Ensaio do cometa realizado com células HepG2 expostas a diferentes 
concentrações de melitina. 

Tratamentos 0 1 2 3 4 Escore de dano
(Média ± DP)

CN 69,33± 6,35 14,33±6,43 7,33±2,89 5,33±1,53 3,67±1,53 59,67±15,13
CP 0,00±0,00 3,33±5,77 5,33±5,51 10,33±8,62 80,33±20,13 366,33±14,05 *

1,0 µg/mL 49,00±1,00 17,00±4,36 14,67±0,58 10,67±2,08 8,67±2,89 113,00±7,02 
0,5 µg/mL 51,00±8,00 14,33±1,53 17,00±4,36 8,33±2,89 9,33±2,08 110,67±28,45 

0,05 µg/mL 72,67±6,51 15,00±6,56 7,00±3,61 3,37±3,79 1,67±2,08 46,67±3,06 

Categoria de Migração (Média ± DP)
Número de células em cada classe do cometa
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genotoxicidade, as células, neste tempo de exposição, podem ter reparado os danos 

causados pela melitina; 3. a melitina, neste período de exposição, pode ter perdido a 

sua atividade e não ter induzido danos.  

Em um estudo realizado por Maher e McClean (2008), os autores observaram 

que células de adenocarcinoma colorretal humano (HT29), tratadas com 

concentrações de 0,87 a 5,3 µM, não tiveram seu DNA genômico fragmentado após 

24 horas de exposição e nem em tempos de exposições mais curtos, como 4 e 7 

horas. 

Segundo Brendler-Schwaab et al. (2005), os danos primários que podem ser 

causados no DNA podem ser reparados de forma rápida e, dessa forma, não serem 

detectados em ensaios que mensurem a genotoxicidade, como o ensaio do cometa. 

Para os autores, o tempo necessário de exposição para se capturar essas lesões 

primárias seria de 2 à 6 horas. 

Porém, no estudo realizado por Galdiero et al. (2015) há evidências de que a 

melitina pode causar danos no DNA. Após a exposição de Daphnia magna por 48 

horas à diferentes concentrações de melitina, observou-se valores estatisticamente 

significativos em relação ao controle negativo, indicando alta genotoxicidade.  

Porém, após 24 e 48 horas da remoção da D. magna do contato com a melitina, 

houve uma redução significativa dos efeitos genotóxicos, com resultados 

semelhantes aos obervados para os testes com o controle negativo. Assim, o estudo 

sugere que a melitina pode causar danos celulares, porém esses danos podem ser 

reduzidos pelos mecanismos de reparo no DNA. 

 

4.3 Teste do Micronúcleo com Bloqueio da Citocinese 

No teste do Micronúcleo foram analisadas, após exposição de 24 horas às 

concentrações de 1,0 µg/mL, 0,5 µg/mL, 0,05 µg/mL, 2.000 células por réplica, 

totalizando 6.000 células analisadas por tratamento. Neste ensaio, foram 

contabilizadas células binucleadas portadoras de micronúcleos, brotos nucleares e 

pontes nucleoplasmáticas, conforme pode ser visualizado na Figura 4. 
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Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 4. 

 

 

 

  

 

 

 

  Fonte: Elaborada pela autora. 

Figura 4 – A. Célula binucleada normal; B. Célula binucleada com ponte 
nucleoplasmáticas; C. Células binucleada com broto, D. Célula binucleada com 
micronúcleo. 
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Com esses resultados, é possível observar que o tratamento com maior 

concentração de melitina teve um valor estatisticamente significativo em relação ao 

controle negativo, indicando que houve uma ação mutagênica sobre as células 

expostas à substância. Apesar das concentrações de 0,5 µg/mL e 0,05 µg/mL não 

apresentarem valores significativos para MN, é importante informar que houve um 

aumento na quantidade de micronúcleos, com relação aos encontrados no CN. 

Ainda é possível ressaltar a ocorrência de um aumento na quantidade de brotos e 

pontes encontrados em todos os tratamentos, apesar dos valores não se 

apresentarem estatisticamente significativo, em relação ao controle negativo. 

Estudos sobre o efeito de veneno de abelha em células HepG2 expostas por 3 

horas ao veneno de Apis mellifera, realizados por Hoshina (2012), mostraram que o 

veneno é capaz de causar efeitos genotóxicos e mutagênicos. A autora sugere que 

esta ação pode ser causada pela ação conjunta da melitina e da fosfolipase A2 

(enzima também presente no veneno da Apis mellifera), uma vez que ambas, 

segundo Oršolić (2012), são capazes de desestruturar a membrana das células.  

Assim, os resultados do presente estudo, foi possível observar que a 

concentração de 1,0 µg/ml induziu efeito mutagênico (MN) sobre as células, após 

exposição de 24 horas. Acredita-se que, como a linhagem HepG2 tem a capacidade 

de manter as funções de células normais de fígado (Knowles et al., 1980) e, com 

isso, possuir enzimas capazes de metabolizar compostos químicos, esse resultado 

pode ser devido à formação de metabólicos que causam danos no DNA, assim como 

observado no estudo realizado por Hoshina (2012). Porém, no presente estudo, a 

melitina não teve um efeito tão agressivo. Como os resultados de Hoshina (2012) 

foram obtidos com o veneno, o efeito pode ter sido induzido pela fosfolipase A2 ou 

pela ação sinergistica da melitina e a fosfolipase A2.  

DP = Desvio padrão; * = valores estatisticamente significativos em relação ao controle negativo. 
(ANOVA/Dunnet, p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora. 

Tabela 4 – Teste do micronúcleo com bloqueio da citocinese, realizado com 
células HepG2 expostas a diferentes concentrações de melitina por 24 horas. 

Tratamentos MN
(Média ± DP)

Broto
(Média ± DP)

Ponte
(Média ± DP)

Controle Negativo 29,00 ± 8,00 27,33 ± 12,66 9,67 ± 1,53
Controle Positivo 127,33 ± 34,93 * 64,00 ± 22,52 * 24,33 ± 2,31

1,0 µg/ml 75,76 ± 8,50 * 45,00 ± 11,79 27,33 ± 15,28
0,5 µg/ml 56,67 ± 20,13 47,00 ± 5,57 25,33 ± 10,60

0,05 µg/ml 46,33 ± 8,50 40,00 ± 9,85 27,00 ± 6,08
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4.4 Ensaios do Estresse Oxidativo 
 

4.4.1 Avaliação da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi avaliada pela oxidação do pirogalol, como proposto por 

Marklund e Marklund (1974). Os valores de absorbância obtidos podem ser 

observado na Figura 5. Apenas a concentração de 1,0 µg/mL apresentou um valor 

estatisticamente significativo, em relação ao CN. 
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Figura 5 – Valores da atividade da SOD por minuto obtidos para a linhagem 
HepG2, após exposição por 24 horas a diferentes concentrações de melitina. 

* = Valores estatisticamente significativos em relação ao controle negativo. (Mann-Whitney test, 
p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora. 
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Esse resultado sugere que houve um aumento nos radicais superóxido dentro 

das células e, consequentemente, um aumento na atividade da enzima superóxido 

dismutase para transformar esse radical em H2O2 (peróxido de hidrogênio).  

 
4.4.2 Avaliação da atividade da Catalase (CAT) 

A atividade da enzima catalase está representada na Figura 6. Pelos 

resultados obtidos, é possível observar que a melitina foi capaz de alterar a atividade 

da CAT nas concentrações de 1,0 µg/mL e 0,05 µg/mL. Pelos resultados obtido 

podemos estimar que a substância estudada também seja capaz de alterar a 

atividade na CAT na concentração de 0,5 µg/mL, pois, pelo teste estatístico utilizado 

não foi possível observar esta significância, devido ao alto desvio padrão obtido no 

teste. Ainda assim, é possível observar um aumento na atividade da CAT em todas 

as concentrações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esse resultado está de acordo com Hoshina (2012), que constatou um 

aumento significativo na atividade da CAT para veneno de abelha puro. Como 
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Figura 6 – Valores da atividade da Catalase por minuto obtidos para a linhagem 
HepG2, após exposição a diferentes concentrações de melitina. 

* = Valores estatisticamente significativos em relação ao controle negativo. (Mann-Whitney test, 
p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora. 
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consequência do aumento da atividade da SOD e aumento de seu produto (peróxido 

de hidrogênio), a atividade da catalase foi intensificada nas células de forma a 

reduzir o H2O2 em água e oxigênio, evitando, assim, que esse composto causasse 

maiores danos a elas. 

 

4.4.3 Avaliação da atividade da Glutationa S-Transferase (GST) 

Segundo Hoshina (2012), o veneno bruto de abelha induziu um aumento na 

atividade da GST, que foi maior ao provocado, individualmente pela fosfolipase A2. 

Naquele trabalho, os autores sugeriram um efeito sinergístico entre a fosfolipase e a 

melitina. No presente estudo, porém, não houve variação da absorbância ao longo 

dos 5 minutos. Este resultado encontrado no presente trabalho pode ser devido à 

quantidade inadequada de células usadas no teste, a algum erro ocorrido no 

preparação dos reagentes (o CDNB é de difícil dissolução) ou, ainda, devido a GSH 

ser instável, o que exige que ela seja preparada apenas no momento da realização 

do teste e seja mantida em baixas temperaturas, durante toda a duração do 

experimento. Assim, os resultados desse teste foram considerados inconclusivos 

 

4.4.4 Determinação dos níveis de espécies reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 
(TBARS) 

A determinação de TBARS é usada como um índice da extensão da 

lipoperoxidação, causada pelo ataque de espécies reativas às membranas 

biológicas. O nível de peroxidação das membranas pode ser avaliado pela 

absorbância obtidas em cada amostra. A Tabela 5 mostra os valores de absorbância 

obtidos em cada triplicata da amostra. 
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Como pode ser observado na tabela acima, os valores obtidos no controle 

negativo e nos tratamentos com diferentes concentrações de melitina estão 

próximos, sendo que um dos valores encontrado no controle negativo é maior que 

alguns valores encontrados nos tratamentos. Isso pode indicar que não houve 

peroxidação lípidica, porém, como observado em Hoshina (2012), células tratadas 

com o veneno de abelha obtiveram valores muito elevados ao comparar com o 

controle negativo. Resultado semelhante também foi observado em Han et al. 

(2002), onde os autores observaram que o veneno de abelha é capaz de produzir 

peróxidos lipídicos. Assim, pode-se considerar que os resultados obtidos nesse teste 

também são inconclusivos. 

Tabela 5 – Valores de absorbância no teste do TBARS obtidos para a linhagem 
HepG2, após exposição por 24 horas a diferentes concentrações de melitina. 

DP = Desvio padrão. (Mann-Whitney test, p<0,05). Fonte: Elaborada pela autora. 

Tratamento Réplica Absorbância Média ± DP
1 0,026
2 0,016
3 0,013
1 0,011
2 0,009
3 0,011
1 0,007
2 0,017
3 0,018
1 0,017
2 0,016
3 0,017

0,018 ± 0,007

0,010 ± 0,001

0,014 ± 0,006

0,017 ± 0,001

Controle
Negativo

1,0 µg/ml

0,5 µg/ml

0,05 µg/ml



Considerações Finais ______________________________________________________37 
 
 

 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Pelos resultados obtidos neste projeto, pode-se se inferir que a melitina e seus 

metabólitos podem causar danos ao DNA das células ou até mesmo levar às células 

a morte, quando em altas concentrações. Apesar dos testes terem sido realizados 

somente com as células de hepatocarcinoma humano mantidas em cultura, foi 

possível observar que a concentração de 1,0 µg/mL, não pode ser considerado não 

citotóxica, pois esta induziu alguns danos, quando as células foram expostas à 

substância por apenas 24 horas, tempo insuficiente para promover danos celulares 

nesta concentração. Outro fato importante a ser considerado é a capacidade das 

maiores concentrações serem, capazes de induzir morte celular como observado no 

ensaio do MTT. Também pode ser observado que mesmo em concentrações 

menores, a melitina foi capaz de causar um aumento na atividade da enzima 

catalase, em resposta ao estresse oxidativo que elas sofreram.  

Embora os produtos naturais, dentre eles os apícolas, estejam sendo bastante 

estudados, devido ao seu potencial farmacológico e anticarcinogênico, deve-se ter 

muita cautela na administração ou indicação dos mesmos em qualquer tipo de 

terapia, uma vez que concentrações baixas desses produtos já podem exibirem 

citotoxicidade, como observado para a melitina sobre as células HepG2. Pelos 

resultados obtido nos testes de estresse oxidativo com células humanas (HepG2), 

para esta substância, podemos alertar que houve uma interferência da melitina na 

atividade de estabilização das membranas biológicas, o que pode se caracterizar em 

um efeito danoso para o organismo a ela exposto. 
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