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INTRODUCAO

As formigas s&o consideradas insetos eusociais, formando sociedades complexas, assim
como abelhas e vespas. Pertencentes a ordem Hymenoptera, as formigas estao incluidas
em uma Unica familia, Formicidae, sendo que existiam mais de 12.000 espécies
descritas, distribuidas por todas as regides do planeta.

Atualmente o nimero de estudos apontando as formigas como indicadores bioldgicos
tém aumentado significativamente. Estes animais sdo considerados excelentes
bioindicadores devido a possibilidade relativamente rdpida e de baixo custo de
amostragem, ampla distribuicdo geogréafica, facilidade de identificacdo e sensibilidade
as alteragdes das condi¢es ambientais (PECK et al., 1998; ANDERSEN et al., 2002).
Os estudos com a utilizacdo do veneno, fracdes ou toxinas isoladas de formigas sédo
pouco encontrados na literatura e, em boa parte, trata-se de relatos de casos, muitas
vezes daqueles que buscam estabelecer uma relacdo com a anafilaxia. Isto se deve ao
fato de que, nos acidentes em que ocorre a morte do paciente (o que é bastante raro), o
mecanismo desencadeador é o choque anafilatico (McGAIN & WINKEL, 2002).

OBJETIVOS

O objetivo deste projeto é avaliar o efeito citotéxico do veneno extraido das glandulas
de formigas Odontomachus affinis em células normais (mononucleares de sangue
periférico) e células tumorais leucémicas K562 e HTC. Tal estudo permitird a execucéo
de uma triagem para a avaliacdo do potencial citotdxico de substancias contidas no
veneno dessas formigas.

METODOLOGIA

Coleta das formigas. Espécimes de Odontomachus affinis serdo coletados de ninhos
localizados no Parque Natural Municipal Francisco Affonso de Melo, no periodo da
manha.

Isolamento das glandulas de veneno. A extragdo de todo o aparelho de ferrdo sera de
forma manual com ajuda de lupa e pin¢ca. As glandulas de veneno das formigas
Odontomachus affinis serdo submersas em uma solugdo aquosa contendo acetonitrila
30% (v/v) e &cido trifluoroacético 0,2% (v/v).

Cultura celular. As linhagens de células leucémicas humanas K562 (leucemia mieldide
crénica) serdo cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO,
USA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (CultiLab), mantidas em estufa com



5% de CO; a 37°C. Os repiques serdo realizados a cada 72 horas e a viabilidade celular
sera determinada utilizando o corante de exclusdo Azul de Trypan 0,16% (m/v).

As celulas HTC (hepatoma tissue culture) de figado de rato (Rattus norvegicus) foram
adquiridas do Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As
linhagens celulares serdo cultivadas em meio DMEM high glicose (Sigma Chem. Co.,
St. Louis, MO, USA), suplementado com soro bovino fetal 10% (v/v) (CultiLab),
glutamina 2 mmol/L, penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 100 mg/ml, pH 7,2, mantidas
em estufa com 5% de CO, a 37°C. Os repiques devem ser realizados a cada 72 horas e a
viabilidade celular para realizacdo desses repiques sera determinada utilizando o corante
de exclusdo Azul de Trypan 0,16% (m/v).

Reducdo de MTT. As células em suspensdo serdo incubadas em tempos variados com
diferentes concentracdes das fenotiazinas em uma placa de 96 pocos. Apos este periodo,
serdo adicionados 10uL da solugdo de MTT (5 mg/mL) seguido de incubacéo por mais
4 horas. ApOs isso, os cristais de formazam, formados pela atividade da enzima
succinato desidrogenase mitocondrial, serdo solubilizados pela adicdo de 100 pL de
SDS 20 % (m/v) (em HCI 0,01 mol/L) e incubacdo por 24 horas. Apods a leitura em 570
nm, a porcentagem de células viaveis sera avaliada em rela¢do ao controle sem adicéo
das drogas (100%) e a concentracdo inibitdria 50% (1Cso) serd determinada por meio de
curva dose-resposta.

Determinacédo do potencial de membrana mitocondrial. O potencial de membrana
mitocondrial ~ serd&  determinado  espectrofluorimetricamente  (Fluorescence
Spectrophotometer Hitachi F-2500, Toquio, Japdo) monitorando-se as alteracdes de
fluorescéncia da rodamina 123, um fluor6foro catibnico que se distribui
eletroforeticamente na matriz em resposta a carga negativa da membrana mitocondrial
interna (LEMASTERS et al, 1997), usando-se como comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo 505 e 535 nm, respectivamente. As células (1x10°) permeabilizadas
com digitonina 0,004% serdo incubadas no meio de respiracdo acrescido de rodamina
123 0,4 umol/L (volume final de 2 mL) e a energizacdo das mitocdndrias sera feita pela
adicao dos substratos respiratérios.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato bruto do veneno causou a morte de células tumorais de forma concentracéo-
dependente, sendo que 100% de morte foi obtido com 1,0 ou 2,0 mg/mL para K562 e
HTC, respectivamente. A comparac¢do entre os valores de ECsp, Ou seja, a concentracao
responsavel pela diminuicdo de 50% da viabilidade que foi de 0,45 mg/mL para HTC e
0,4 mg/mL para K562 sugere que a linhagem leucémica é mais sensivel ao veneno que
a hepética.

Além disso, a adicdo do veneno em ambas as linhagens celulares tumorais
permeabilizadas com digitonina promoveu imediata dissipacdo do potencial de
membrana de mitocondrias energizadas com succinato. Tal resultado aponta para um
possivel envolvimento de disfun¢do mitocondrial promovida por substancias contidas
veneno na citotoxicidade observada.

Testes feitos com veneno de abelhas Apis mellifera em células cancerigenas tipo L929
(tecido conjuntivo de camundongo) mostram que conforme as concentracGes de veneno
aumentaram, houve o aumento da atividade mitocondrial com 24 horas de incubagéo
(CASTRO et al., 2009). Isso indica que apesar de pertencerem aos grupos dos
artrépodes a composicéo e atuacdo do veneno sdo diferentes.

Por haver poucos estudos sobre toxicidade de veneno de formigas, uma analise entre a
toxicidade do veneno de outras espécies ndo é possivel atualmente. Posteriormente essa
atividade citotoxica observada em células tumorais sera comparada com resultados



obtidos em células normais e 0 mecanismo de morte celular sera investigado de forma
mais detalhada.
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Gréfico 1: Efeito do veneno de Odontomachus affinis sobre a viabilidade de células K562. O valor de
ECsx, estimado foi de 0,4 mg/mL.

CONCLUSOES
O veneno das glandulas de formigas Odontomachus affinis possui potente atividade
citotoxica em células tumorais.
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