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INTRODUCAO

O tecido adiposo tem como principal funcdo armazenargia em forma de
lipidios até que tornem necessarios para o suptardsnenergia por diversas partes do
corpo. Fazem parte do tecido adiposo células deremtas de adipocitos, porém para
que o adipdcito amadureca e se torne viavel pateae suas fungdes é necesséario que
ele passe pela diferenciacdo celular denominada@éinese, onde é caracterizada a
conversdo de pré-adipdcitos a em adipécitos mad@BRTIE, 2010). O processo de
diferenciacédo é altamente controlado pela ativag@imencial de fatores de transcricdo
adipogénicos, incluindo o receptor gama ativado gpoliferadores de peroxissomas
(PPARy), a proteina 1c ligadora do elemento reguladogsterdis (SREBP-1c) e as
proteinas ligantes ao amplificador CCAAT (CCAA&mhancer binding protei@/EBPS)
(FONSECA-ALANIS et al, 2006; SERTIE, 2010). Para uma melhor compreedaéo
alteracdes que resultam na formagéo do adipdcitturnaa linhagem celular 3T3-L1, €
amplamente utilizada vitro pela sua similaridade com o tecido adiposo brataeudp
em aspectos morfolégicos como em eventos molesulakesponsaveis pela
adipogénese. Este modelo experimental possui atedsdica de obter uma populacao
homogénea quando cultivados e por se tratar delinfmegem celular imortalizada é
possivel cultivar indefinidamente sem alterar suacibnalidade (COSTA, 2010).
Pertencentes a ordem Hymenoptera, as formigas iesféitcdas em uma Unica familia,
Formicidae, estudos com a utilizagdo do venena;0és ou toxinas isoladas de
formigas sdo pouco encontrados na literatura eb@mparte, sdo de relatos de casos
(ANDERSENet al, 2002), porém um estudo importante realizado camteacao do
veneno das glandulas da formigaontomachus affinijsdemonstrou ter atividade
citotéxica em células tumorais, no entanto nadsabe a respeito da acdo desse veneno
em outros aspectos do metabolismo da célula (PAZ013).

OBJETIVO
Avaliar a atividade do veneno extraido das glaraidia formigaDdontomachusp. no
processo da adipogénese em células 3T3-L1.

METODOLOGIA

Coleta das formigas e processamento do ven@saminhos da formig@&dontomachus
sp. foram selecionados no Parque Natural Munidifgahcisco Affonso de Mello e
identificadas comddontomachus affinipertencentes a subfamilia Ponerinae, foram
coletadas 200 formigas semanalmente e colocadasaunmaa em frasco de plastico




contendo serapilheira que por sua vez estava ddetam isopor contendo gelo. Foi
realizado a extracdo da glandula de veneno comxdicade pinga e lupa, foram
adicionados 100 glandulas de veneno em um micro-tadntendo 1ml de PBS, em
seguida as glandulas foram maceradas no apdselliet Blendere centrifugados a 4°C
por 5 min a 1500 RPM, o sobrenadante foi filtrado am filtro de 0,2@m e
armazenado no freezer a -22°C até o momento detsizacdo. As proteinas foram
quantificadas com o kiBCA Protein Assgya absorbancia foi lida pelo aparelho
Synergye foi realizada a avaliacdo da densidade das peasteim gél de poliacrilamida
a 15% SDS, posteriormente foi realizada colorachase de Comassié Bluensaios
celulares e testes com o vene@@iulas 3T3-L1 foram plaqueadas a 13&i® placas de
cultura de 96 pocos em triplicata (n=3) e cultiva@éan DMEM suplementados com
10% Bovine Serum e 2% antibioticos, foram mantelasestufa a 37°C com 5% de gas
carbénico (C®), para avaliar a toxicidade do veneno foram radlis testes com PBS
diluido a 1/10 em meio de cultura e as diluicdevelgeno de 1/10, 1/50, 1/60, 1/70,
1/80, 1/90, 1/100, 1/200, 1/300, 1/400, 1/500, @/@3700 e 1/800 diluido com meio de
cultura. As células, com a presenca do venenomfdreeubadas por 24 horas; em
seguida foram coradas com azul de Tripan e contadasdmara de Neubauer. De
acordo com os resultados obtidos no teste de mab# celular foram determinadas as
concentracdes ideais para realizar os testes pagatiese que foram 1/50, 1/100, 1/400
e 1/700. A diferenciacdo dos pré-apipocitos foiinesiada com meio DMEM
suplementado comuM de dexametasona, 0,5mM de IBMX e 1uBV de insulina
suplementado com 10% de Fetal Bovine Serum (FBSYire do protocolo de
diferenciacao (dia 10), os adipdcitos foram coramnaOilRed-Oem seguida os TGAs
corados nas células foram quantificados por esgetdmetria a 492nm no
equipamentaSynergy._Analise estatistic@s dados serdo expressos como média +
desvio padrdo. A andlise estatistica utilizada aea@alise de variancia (ANOVA) em
uma via, seguida do pos-teste de Tukey. O valamddgara significancia foi p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracao de proteinas totais verificado pedtodo deBCA Protein Assay
determinou uma concentracdo de 8@@gl de veneno e as bandas encontradas no gel
variaram de 20 a 260 kDa, densidade de proteimasni@ores do que as encontradas
por Santos e colaboradores (2012) na fornflgahycondyla verena@onerinae) que
obtiveram a concentracdo de 50ug/mL de proteinanelds de 12 a 99 kDa, outros
trabalhos avaliaram que o veneno dos himendpterosnétituido de por lipidios,
aminas vasoativas e algumas classes de enzimag pomexemplo, fosfolipases,
hialuronidases e fosfatases (SANTANA, 2008). Atoxadade do veneno bruto d2
affinis foi avaliada pelo método azul de Tripan, atrawegsmalise da viabilidade celular
apos 24 horas de incubacdo com o extrato do vebmro. Em todas as diluicdes
testadas, somente a diluicdo de 1/10 de venenosigniicancia estatistica, sendo ela
que matou 100% das células em cultura, as demlaigddis ndo houve significancia
estatistica em relacdo a morte celular, como pedelservado no gréafico 01.



Gréfico 01: Numero de pré-adipécitos
3T3-L1 contadas pelo método azul de
Tripan apés 24 horas de incubacéo
com o veneno deO.affinis em

diferentes diluicbes, plagueadas a
1x10". Diluicdo do veneno de 1/10
com significAncia estatistica (n=3).
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diluicdes do veneno
No décimo dia de diferenciacao as células foramadas conOilRed-Q com o intuito
de corar os TAGs armazenados nos pré-adipécitosdiémenciacdo (Figura 01).
Adicionalmente, avaliou-se também os niveis @i€Red-O nos pocos em cultura.
Considerando a especificidade @lRed-O na ligacdo com o TAG, a leitura no
comprimento de onde em 492 nm apresenta relacé®antaior a absorbancia obtida e
o maior nivel de TGAs, logo, sugere-se que quanaioma absorbancia, maior o
numero de células em diferenciacao.
(A) (B) ©
Figura 01: Pré-adip6citos no décimo
dia de diferenciagdo com TAGs
armazenados corados c@iiRed-Q
(A) controle, (B) tampé&o, (C) veneno
diluido 1/50, (D) veneno diluido
1/100, (E) veneno diluido 1/400 e (F)
veneno diluido 1/700. (aumento de
40x)

Foi possivel observar um maior aumento de célulderedciadas na
concentracdo de 1/100, sugerindo que o veneno terfiator pro-adipogénico. A placa
corada foi entdo submetida a quantificacao poratsdetometria para determinar os
niveis de TGAs corado coMilRed-O presentes em cada cultura, obtendo seguintes
valores: 0,097nm (controle), 0,15nm (tamp&o), Ob44(1/50), 0,219nm (1/100),
0,159nm (1/400) e 0,157nm (1/700). Dado o exp@stpantificacdo demonstrou que o
nivel de corante detectado no veneno com concéesade 1/100 esta aumentado
146% em relacao ao controle, o que reforga os ddelgsie o veneno pode ter um fator
pré-adipogénico. Atualmente ndo ha estudos venfloaa acdo de venenos de origem
animal na adipogénese, porém outros compostosgénftestados, como pode ser visto
a atuacao de alguns farmacos, como por exemplmgiit@zona, onde no trabalho de
Beluzi (2012) que testou a pioglitazona em ratosi @aquexia induzida, obteve o
resultado que a mesma retardou o avanco da cagoegigprimeiros momentos da
sindrome, aumentando a sobrevida e ativando a ssgwede genes que aumentou 0
TAB, ou seja, ela tem fator pré-adipogénico. Poeénula precisa de outros testes para



avaliar essa hipotese da acdo do veneno nestant@E® e qual o composto
responséavel por isso.

CONCLUSOES
Os dados obtidos nos resultados desse estudo @stmrme ao objetivo proposto,
sendo que as principais conclusdes que se podader

1. Entre as diluicdes utilizadas no teste de viabileaas células 3T3-L1, nédo
houve variacao significativa na proliferacdo ddslaé em presenca do veneno
diluido a 1/50 até 1/800, sendo que a diluicdo/@6 @u menor houve 100% de
mortes, enquanto as demais diluicbes a média deigrento celular esteve 30%
mais baixo do que o controle.

2. Ao decorrer da adipogénese, houve uma aceleracaomazenamento de TGAs
nas células com a diluicdo do veneno de 1/100,rswpeque a mesma obteve a
diferenciagdo melhor sucedida, logo, o veneno ptete um fator pro-
adipogénico nesta concentragao.
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