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1. INTRODUCAO

O veneno de abelha é secretado por uma glandula especializada existente nas
abelhas operarias e armazenado em uma vesicula até 0 momento de sua aplicacéo,
mediante ferroada (BENTON et al., 1963). E uma mistura complexa de compostos
nitrogenados, que correspondem a mais de 90% de seu peso seco, contendo
componentes biologicamente ativos como enzimas, peptideos e aminas biogénicas
que conferem propriedades farmacologicas, como ac¢bes anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antitumoral. (GLATTLI ET AL., 2006; DE ABREU et al., 2010).

A apamina € um peptideo bioativo presente na composi¢cdo do veneno de
abelha, que corresponde a cerca de 2% do peso seco. E a menor neurotoxina
conhecida, com apenas 18 aminoacidos, de férmula  molecular
C79H131N31024S4 e peso molecular 2027.34. Conforme estudos, a apamina tem agao
nas membranas pos-sinapticas do sistema nervoso central e periférico, bloqueando
a transmissdo de determinados impulsos inibitorios (CRUZ-LANDIM et al., 2002;
CARDOSO et al., 2003).

A inesgotavel fonte de produtos naturais tem despertado o interesse da
industria farmacéutica nas ultimas décadas e, diversos estudos tém revelado varios
grupos de compostos quimicos com funcfes biologicamente ativas com potencial
para novas formulacdes comerciais (HARVEY, 1999).

O cultivo de linhagens de células in vitro permite a manutencao de células vivas
independente do organismo que a originou. Esse método é de grande importancia,
pois € um modelo biolégico mais simples e tende a oferecer respostas mais
simplificadas quando comparados a experimentos com animais. Além disso, € um
método que pode substituir o uso de animais como cobaias nos experimentos
cientificos, visando assim o bem-estar animal (MIGITA, 2012). Com base nos efeitos
ja descritos e hipéteses levantadas pelo nosso grupo, objetivamos examinar 0s
efeitos da apamina sobre macréfagos da linhagem celular J774 através de analises
distintas.

2. METODOLOGIA

Apamina (Sigma-AldrichCorp., St. Louis, MO) foi dissolvida utilizando Meio
Essencial Minimo estéril (E-MEM) como diluente e estocada na concentracdo de 1
mg/mL a -70°C. Quando da realizacdo dos testes, essa solucdo de estoque foi
diluida em E-MEM em concentragfes que variaram de 10 a 100 pg/mL para ensaios
com MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo) e de 1,25 a 10
pg/mL para citometria de fluxo. Macréfagos J774 mantidos em botijdes com
nitrogénio liquido foram descongelados e mantidos em E-MEM suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) até o momento do uso. As células foram transferidas
para placas de 96 cavidades (100 pL/cavidade, aproximadamente 3 x 10%
células/cavidade) e mantidas em estufa imida sob temperatura de 37°C com 5% de
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CO2. Ap6s, o meio foi cuidadosamente aspirado e foram adicionados
100 pL/cavidade das diferentes concentragbes de apamina testadas, com posterior
incubacdo por 72 horas para leitura. Como controles foram utilizadas células
mantidas em E-MEM, sem nenhum tipo de tratamento. Os ensaios foram realizados
em sextuplicata.

A leitura se deu através da realizagdo do ensaio com MTT, para determinacgdo
da viabilidade celular, conforme Mosmann (1983). Ap0s 15 minutos de agitacao
constante, as placas foram submetidas a espectrofotometria e as absorbancias
foram calculadas sob comprimento de onda de 492 nm.

Quanto a citometria de fluxo, apés as 72 horas de exposicdo a apamina em
diferentes concentracdes, a analise de apoptose e necrose celular foi realizada
adicionando 2 pL do fluoréforo Annexin V conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) por uma hora e iodeto de propideo (IP) por 10 minutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da avaliacéo pela reducdo do MTT, néo foi possivel estabelecer uma
concentragdo citotdxica para 50% (CCso) dos cultivos celulares, ja que na maior
concentracdo testada (100pug/mL) houve apenas 12,03% * 3,1% de morte celular,
conforme demonstra a Figura 1a. Zhou et al. (2013) também n&o encontraram CCso
para apamina sobre células hepaticas humanas e, na maior concentracdo testada
(800pg/mL) encontraram 33,85% + 1,27% de morte celular. Esta andlise determina a
atividade mitocondrial das células (MOSMANN, 1983) e, embora tenha sido
observada alta atividade das mitocondrias, outros parametros de avaliacdo da saude
celular podem estar comprometidos, ja que as células podem aumentar a atividade
mitocondrial a fim de prover energia para mecanismos de defesa celular (ZHOU et
al., 2013).

A Figura 1b revela que, pelas analises em citometria de fluxo, houve taxas de
apoptose e necrose em células tratadas com apamina, parametros esses nao
revelados pelo teste com MTT. O controle de células, por sua vez, apresentou em
sua grande maioria células normais (77,7% + 6,2%). As células que sofreram
exposicao a apamina apresentaram taxas maiores de apoptose e necrose. Zhou et
al. (2013), ao realizar analises com células que nao foram sensiveis a apamina pelo
teste MTT, encontraram 4,6% de células em necrose e 2,8% de células em processo
de apoptose quando expostas por 24 horas a 100ug/mL de apamina.

As taxas de apoptose foram obtidas através da fluorescéncia emitida pelo
isotiocianato de fluoresceina (FITC) conjugado ao Anexinn V que reconhece a
fosfatidilserina em células apoptéticas. Ja as taxas de necrose foram obtidas através
da fluorescéncia emitida pelo iodeto de propideo (IP), que se intercala ao DNA de
células com membranas comprometidas, ja que o peso molecular do IP ndo permite
sua internalizagéo em células com membranas intactas. P6de-se, portanto, distinguir
diferentes populagcbes de células: células normais com baixos niveis de
fluorescéncia (FITC-, IP-), células em apoptose (FITC+, IP-) e células em necrose
(FITC-, IP+ ou FITC+, IP+).
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Figura 1. Citotoxicidade da apamina sobre células da linhagem J774. A - Avaliacéo
pela reducao do MTT. B - Avaliagdo de apoptose/necrose por citometria de fluxo.

A apoptose € um programa de morte celular extremamente regulado e de
grande eficiéncia, que requer a interacdo de inumeros fatores. As alteracdes
morfologicas observadas sdo consequéncia de uma cascata de eventos moleculares
e bioguimicos especificos e geneticamente regulados (SARASTE & PULKKI, 2000;
GRIVICICH et al., 2007). Segundo Hengartner (2000), existem diferentes fatores que
podem desencadear a apoptose, como a ligagdo de moléculas a receptores de
membrana, agentes quimioterapicos, radiacdo ionizante, danos ao DNA, choque
térmico, privacéo de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e niveis
elevados de espécies reativas ao oxigénio. A apoptose pode ser iniciada por uma via
extrinseca (citoplasmatica) ou intrinseca (mitocondrial). A primeira é desencadeada
apos a ligacéo de ligantes especificos a receptores, do tipo fator de necrose tumoral,
0 que desencadeia a cascata das caspases e todos 0s processos apoptéticos
conhecidos. A segunda via, diz respeito a mitocondria como precursora dos sinais
para apoptose apOs estresse intra ou extracelular. Essa organela aumenta sua
atividade ao integrar estimulos de morte celular induzindo sua permeabilizacdo, com
consequente liberacdo de moléculas pro-apoptéticas nela presentes
(HENGARTNER, 2000; DESAGHER & MARTINOU, 2000; GRIVICICH et al., 2007).

Torna-se importante a determinacéo da toxicidade de substancias através de
variadas andlises, a fim de avaliar diferentes parametros de viabilidade celular. O
teste de reducdo do MTT é amplamente utilizado como ferramenta de determinacéo
da citotoxicidade de um composto a ser testado. Ao determinar a taxa de morte
celular por esta avaliacdo, os resultados parecem ser confiaveis, uma vez que nao
h& presenca de atividade mitocondrial. Porém, ao analisar viabilidade celular, a
reducéo do MTT pelas enzimas desidrogenas mitocondriais, ndo indicam completa
saude da célula, como demonstrado por nossos resultados.

4. CONCLUSOES

Apamina, nas concentragfes testadas, nao apresenta toxicidade em
macrofagos J774 ao teste de reducdo do MTT, porém, é capaz de induzir processos
de apoptose e necrose nessa linhagem celular quando avaliada por citometria de
fluxo.
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