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Dedico este lraballio ds minhas fonles de inspiracdo:
meus pais Yukio e Yolanda (sempre presentes),

meu irmdozinfo Helio

e meu nowo _JFlavio.



“O correr da vida embrulha tudo. A vida é assim, esquenta e esfria,
aperta e depois afrouxa, aquieta e depois desinquieta. O que ela quer
da gente é coragem. O que Deus quer é ver a gente aprendendo a ser

capaz de ficar alegre e amar, no meio da alegria. F ainda mais no
meio da tristeza. Todo o caminho da gente é resvaloso, mas cair ndo

prejudica demais, a gente levanta, a gente sobe, a gente volta’.

Jodo Guimardes Rosa em “Grande Sertdo Veredas”
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Resumo

A exposicdo do homem as substancias danosas, sejam estas substancias de origem
natural ou sintética, vem crescendo durante as Ultimas décadas. Esta exposicao &
capaz de induzir diversos efeitos deletérios nos organismos expostos, provocando
diversas doencas e até mesmo a morte. Da mesma forma que aumenta a
guantidade de substancias promotoras de impactos ambientais, também crescem as
pesquisas que buscam por novas substancias que sejam capazes de proteger os
organismos destes efeitos deletérios. Esse trabalho tem como objetivo avaliar a
atividade citotoxica, genotdxica e antigenotéxica, mutagénica e antimutagénica de
venenos de Hymenoptera (especificamente da abelha Apis mellifera e da vespa
Polybia paulista), em diferentes concentragdes, utilizando para essa avaliagdo o
sistema teste de HepG2. Foi utilizado o ensaio do MTT para se avaliar a
citotoxicidade tanto do veneno de A. mellifera como de P. paulista. As concentracfes
consideradas nao citotéxicas (1, 5 e 10ug/mL de veneno de vespa e 0,1, 0,05 e 0,01
ug/mL do veneno de abelha) foram utilizadas para se avaliar o potencial genotoxico
(ensaio do cometa) e mutagénico (teste do micronucleo). Estas concentracfes néo
citotéxicas mostraram-se genotdxicas e mutagénicas para o sistema teste utilizado.
Foram utilizadas outras concentracdes, mais baixas que as utilizadas nos testes de
genotoxicidade e mutagenicidade (1ng/mL, 100pg/mL e 10pg/mL de veneno de
vespa e 10pg/mL, 1pg/mL e 0,1pg/mL para o veneno de abelha), para a realizacao
dos testes de antigenotoxicidade e antimutagenicidade com células HepG2. As
concentracOes utilizadas nesses ensaios mostraram que ambos 0s venenos, ao
invés de inibirem e/ou diminuirem o efeito genotdxico e mutagénico da substancia
metilmetano sulfonato, aumentaram ainda mais 0s danos causados por esta
substancia. Para se verificar qual seria o composto responsavel pelos efeitos
registrados para os venenos, foi também avaliado o efeito da fosfolipase A, (PLA, de
A. mellifera), que € uma substancia presente em ambos os venenos. Foram testadas
nos ensaios do cometa, do micronucleo e de estresse oxidativo, a concentracdo de
0,1pug/mL dos venenos de vespa e de abelha e a concentragcdo de 10 ng/mL de
PLA,, que corresponde a 10% do peso seco dos venenos. Observou-se que a PLA;
€ capaz de induzir genotoxicidade e mutagenicidade, assim como causar
peroxidacao lipidica, além de alterar as atividades das enzimas antioxidantes (CAT,
SOD, GST). Desse modo a genotoxicidade observada para a PLA; € causada pela

formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que interagem com as
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membranas biolégicas e com o DNA das células expostas. A genotoxicidade e
mutagenicidade observada para o veneno de P. paulista deve ser causado pela
acado da PLA,, enquanto que para o veneno de A.mellifera parece ser devido a um
efeito aditivo entre a PLA, e a melitina (composto mais abundante do veneno deste

inseto).

Palavras-chave: Polybia paulista, Apis mellifera, fosfolipase A2, ensaio do MTT,

ensaio do cometa, teste do microntcleo.



Abstract

Human exposure to harmful substances, natural or synthetic, is increasing in the last
decades. This exposure is able to induce several deleterious effects on the exposed
organisms, causing several diseases and even death. As the amount of substances
that promote environmental impacts increases, researches seeking for new
substances that are able to protect the organisms against these deleterious effects
have also increased. This study aimed to evaluate the cytotoxic, genotoxic and
antigenotoxic, mutagenic and antimutagenic of Hymenoptera venoms (specifically of
the bee Apis mellifera and the wasp Polybia paulista), in different concentrations,
using for this evaluation the HepG2 test system. The MTT assay was used to assess
the cytotoxicity the venom of A. mellifera and P. paulista. The concentrations
considered non cytotoxic (1, 5 and 10ug/mL of the wasp venom and 0.1, 0.05 and
0.01 pg/mL of the bee venom) were used to evaluate the genotoxic (comet assay)
and mutagenic potential (micronucleus test). These non cytotoxic concentrations
were genotoxic for the test system used. Other concentrations were used, lower than
the ones used in the genotoxicity and mutagenicity tests (1ng/mL, 100pg/mL and
10pg/mL of the wasp venom and 10pg/mL, 1pg/mL and 0,1pg/mL for the bee
venom), in order to perform the antigenotoxicity and antimutagenicity tests with
HepG2 cells. The concentrations used in these assays showed that both venoms,
instead of inhibiting and/or decreasing the gentoxic and mutagenic effects of the
substance methylmethane sulfonate, increased even more the damages caused by
this substance. In order to verify which would be the compound responsible for the
effects registered for the venoms, it was also evaluated the effect of phospholipase
A; (PLA; from A. mellifera), which is a substance present in both venoms. The
concentration of 0.1 pg/mL of the wasp and bee venoms and the concentration of 10
ng/mL of PLA,, which corresponds to 10% of the dry weight of the venoms were
tested in the comet assay, micronucleus test and oxidative stress assay. It was
observed that PLA; is capable of inducing genotoxicity and mutagenicity, as well as
causing lipid peroxidation, besides altering the activities of antioxidant enzymes
(CAT, SOD, GST). Thus, the genotoxicity observed for PLA; is caused by the
formation of reactive oxygen species (ROS), which Interact with biological
membranes and DNA of the exposed cells. The genotoxicity and mutagenicity

observed for the P. paulista venom can be caused by the action of PLA,, while the



effects observed for the A. mellifera venom seem to be due to an additive effect

between PLA; and melittin (most abundant compound of this insect).

Key-words: Polybia paulista, Apis mellifera, phospholipase A2, MTT assay, comet

assay, micronucleus test.
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1. Introducao Geral

Atualmente, o homem esta exposto a uma infinidade de substancias, sejam
elas naturais ou de origem antropogénica, capazes de induzir efeitos deletérios a
saude e podendo causar doencas como, por exemplo, o cancer. A cada dia,
diversas novas substancias sdo produzidas e lancadas no meio ambiente e essas
podem ser capazes de causar danos aos seres vivos expostos. Diversos estudos
apontam para o perigo da exposi¢cdo de organismos vivos aos poluentes ambientais
e a consequente possibilidade de inducdo de danos no seu material genético
(HOSHINA et al., 2008, BIANCHI et al., 2011, LEME et al., 2012).

A exposicao e o contato dos organismos a xenobiontes com potencialidade
toxica € hoje, praticamente, impossivel de se evitar. Porém, uma forma eficiente e
bastante promissora de se evitar que esses compostos causem algum risco a saude
seria a ingestdo de substancias capazes de proteger 0s organismos, como por
exemplo, das chamadas substancias antimutagénicas. Desse modo, as
investigacbes que buscam por novas substancias que tenham propriedades
protetoras, principalmente as de origem natural, vém recebendo grande atencéao.

Dentre os produtos naturais, os de origem animal podem se caracterizar como
importantes compostos no combate a acdo deletéria de agentes nocivos. Neste
contexto, o estudo de venenos animais, como substancias com potencial
farmacoldgico, vem sendo realizado ha algum tempo, destacando-se entre eles os
venenos de Hymenoptera.

A ordem Hymenoptera € composta por aproximadamente cem mil espécies
de vespas, abelhas e formigas (SANTOS, 2007). As vespas pertencem ao grupo dos
Hymenoptera Aculeata e estdo divididas em trés superfamilias: Bethyloidea,
Sphecoida, e Vespoidea. A familia Vespidae é uma subdivisdo da superfamilia
Vespoidea, onde estd a subfamilia Polistinae (SANTOS, 2007), espécie apenas
encontrada no Brasil. Nesta subfamilia encontra-se a espécie Polybia paulista. As
abelhas também pertencem ao grupo dos Hymenoptera Aculeata. A espécie Apis
mellifera pertence a subfamilia Apinae e familia Apidae (BILO et al., 2005).

Venenos de Hymenoptera, principalmente de vespas e abelhas, sé&o
compostos por proteinas (algumas com atividade enzimética), peptideos
farmacologicamente ativos, histamina, acetilcolina, catecolamina e diversas outras
substancias (HOFFMAN, 2006). A principal funcdo do veneno para o inseto é a

protecdo contra predadores e a defesa dos ninhos contra invasores. Os principais
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efeitos dos venenos dos himendpteros sao reacdes inflamatérias e/ou imunologicas
nas vitimas das picadas (SANTOS, 2007). Apesar destes venenos apresentarem
diversas substancias que causam reacdes alérgicas, alguns estudos identificaram e
isolaram substancias presentes nestes compostos com potencial farmacolégico. O
veneno de abelha tem sido utilizado no tratamento de artrite, reumatismo, tumores e
problemas de pele (LOKESHWARI; SHANTIBALA, 2010). Além disso, tem sido
indicado como inibidor de angiogénese em tumores e metastase (HUH et al., 2010)
Venenos de vespas apresentam em sua composicdo peptideos que sao
capazes de interagir com a membrana celular de bactérias, o que os credenciam
como 6timos candidatos & novas substancias bactericidas (CEROVSKY et al., 2008).
Estudos realizados por Cunha et. al (2005) revelaram que o veneno da vespa P.
ignobilis possui compostos com potencial farmacolégico para serem utilizados como
droga anti-convulsivante. O veneno dessas vespas, segundo Wang et al. (2011),

também apresentam alguns peptideos com potencial anti-tumoral.
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2. Objetivos
Frente ao exposto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial

citotéxico, genotdxico e antigenotdxico, mutagénico e antimutagénico, bem como o

potencial de inducdo de estresse oxidativo de venenos da vespa P. paulista, da

abelha A. mellifera, bem como da fosfolipase A2, importante componente dos
venenos dos himendpteros em estudo, por meio de diferentes ensaios biolégicos,
como:

- avaliacao da citotoxicidade dos venenos brutos de vespa (P. paulista) e abelha (A.
mellifera), por meio do ensaio do MTT;

- avaliacdo do potencial genotoxico e antigenotéxico, mutagénico e antimutagénico
dos venenos brutos de abelha e vespa, por meio do ensaio do cometa e do teste
do MN com bloqueio da citocinese em células HepGZ2;

- verificar se a fosfolipase A2 (um dos componentes dos venenos de vespa e abelha
presente em maior quantidade) é responsavel pelos resultados observados para 0s
venenos brutos;

- avaliar o potencial oxidativo/antioxidativo das substancias testadas, por meio do
teste de estresse oxidativo em células HepG2;

- identificar, por meio dos diferentes testes, o mecanismo de ag&o das substancias

testadas (desmutagénese, bioantimutagénese).
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3. Revisao da Literatura

3.1. Antimutagénese

O ser humano esta constantemente exposto a diversas substancias presentes
no ambiente, sejam elas de origem natural ou sintética, entre as quais, as mais
preocupantes sao as com caracteristicas mutagénicas e genotoxicas. A exposicao
dos organismos a estas substancias pode induzir alteracdes na molécula de DNA,
denominadas de mutacfes. As mutacOes estdo associadas ao desenvolvimento de
diversas doencas, entre elas as doencas neoplasicas. A prevencao do cancer e de
outras doencgas relacionadas pode ocorrer pela ndo exposicdo aos agentes
mutagénicos e carcinogénicos ou pela protecdo do material genético contra as
mutacdes, conferida por algum agente quimico. Nas condi¢cdes atuais, €
extremamente dificil ndo se expor a agentes mutagénicos e carcinogénicos, uma vez
gue esses agentes estdo presentes no ambiente, por estarem intimamente
relacionados as atividades humanas.

A quimioprotecdo pode ser promovida pelo fortalecimento dos proprios
mecanismos fisioldgicos de defesa do organismo ou pelo uso de medicamentos (De
FLORA, 1988). Desta forma, a identificacdo de substancias com potencialidade de
proteger o DNA contra danos mutagénicos e genotoxicos (substancias
antimutagénicas) vem recebendo crescente e especial atencdo. De acordo com
Ferguson (1994), o consumo de substancias com potencialidade antimutagénicas ou
anticarcinogénicas seria a forma mais efetiva de prevenir os organismos contra o
cancer ou a doencas genéticas.

O termo “antimutagénico” foi usado, originalmente, por Novick e Szilard
(1952), para descrever os agentes que reduzem a frequéncia de mutacéo
espontanea ou induzida, independente do mecanismo de acdo envolvido. As
substancias que protegem o DNA contra danos podem ser classificadas em duas
diferentes classes: substancias com mecanismo desmutagénico e substancias com
mecanismo bioantimutagénico. Substancias desmutagénicas sdo aquelas que
promovem uma protecdo ao DNA, por serem capazes de bloquear a acédo
mutagénica de agentes bioativos, inativando-os quimica ou enzimaticamente,
inibindo a ativacdo metabdlica de pré-mutagénicos ou sequestrando moléculas
reativas. Os agentes bioantimutagénicos sdo compostos que agem sobre processos

celulares que levam a inducédo de mutagbes, ou atuam no reparo das lesdes
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causadas no DNA (KADA et al.,, 1987). Nos estudos de antimutagénese, 0
tratamento com mutagenos (que induzem as mutacdes) e com 0s agentes
antimutagénicos (que podera inibir o aparecimento de lesées no DNA) pode ocorrer
simultaneamente ou em momentos diferentes, por meio de pré- ou pos-tratamento.
Os agentes antimutagénicos que respondem efetivamente aos testes de preé-
tratamentos ou a tratamentos simultdneos sdo considerados agentes
desmutagénicos. Quando um agente responde a acdo antimutagénica em pos-
tratamento, ele é considerado bioantimutagénico, estando relacionado, efetivamente,

ao processo de reparo das mutagdes.

3.2. Veneno de Hymenoptera

Os venenos representam uma grande e inexplorada reserva de compostos
bioativos que podem conter a cura para diversas doencas e que ainda ndo estéao
disponiveis nas terapias atuais (CALVETE, 2009). Segundo Favreau et al., (2006),
venenos de origem animal representam uma rica fonte de compostos bioativos, que,
segundo Lewis e Garcia (2003), vém sendo utilizados em pesquisas da area
biomédica e também testados no desenvolvimento de novos farmacos, reagentes
para diagndstico e drogas terapéuticas.

O estudo de venenos produzidos por insetos sociais pode trazer importantes
informacdes sobre a acdo destes compostos sobre as atividades bioldgicas, porque
estes compostos possuem diversas substancias com atividade farmacolégica, como
proteinas e pequenos peptideos, além de aminas bioativas (PAULA et al., 2006).
Dessa forma, o estudo do veneno de vespa e abelhas pode ser extremamente
valido na busca de novos compostos com potencial para a utilizacdo terapéutica. Os
himendpteros apresentam vantagem para o estudo de venenos, pois, como muitos
deles apresentam ninhos constituidos de muitos individuos, é possivel obter
grandes quantidades de veneno, facilitando o desenvolvimento de ensaios. Os
venenos de Hymenoptera mais amplamente caracterizados sédo 0s venenos de
abelha, principalmente do género Apis, e venenos de vespas sociais.

O veneno da abelha A. mellifera tem sido utilizado no tratamento de diversas
doencas como artrite, reumatismo, tumores e no alivio de dores (HIDER, 1988).
Contém uma variedade de peptideos e proteinas de varios pesos moleculares
biologicamente ativos, incluindo a melitina, apamina, adolapina e a fosfolipase A2.
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Além disso, contem aminas biologicamente ativas, como a histamina e a epinefrina
(HABERMANN, 1972; DOTIMAS; HIDER, 1987), que possuem propriedades
farmacoldgicas. Diversos estudos descrevem ainda atividades anti-tumoral e anti-
carcinogénica para o veneno de abelha (LIU et al., 2002; ORSOLIC et al., 2003; HU
et al, 2006; PUTZ et al., 2006). Huh et al. (2010) demonstraram que o veneno de
abelha é capaz de inibir a angiogénese pela regulacdo do VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor-fator de crescimento endotelial vascular) e VEGF-2 em
cancer de pulmao (células LLC-células do carcinoma pulmonar de Lewis), suprimir o
crescimento destas células e atrasar a disseminacao metastatica.

Um estudo realizado por Kortesuo et al. (1992) com seres humanos
demonstrou que a administracdo de veneno de abelha desencadeia uma diminuicéo
na formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), havendo uma diminuicdo dos
danos oxidativos causados pelas EROs (KIM et al., 2002), o que pode indicar uma
atividade antioxidativa para o veneno de abelha.

Em um estudo realizado com camundongos por Han et al. (2011), foi
observado que o veneno de abelha promoveu uma aceleracdo na cicatrizacao
dérmica desses organismos, que os autores relacionaram a agdo da proteina
coldgeno-l, devido ao aumento da expressdo desta proteina apds a administracéo
do veneno.

Assim como o0s venenos de abelhas, os venenos de vespas também contém
diversos componentes bioquimica e farmacologicamente ativos (NAKAJIMA et al.,
1986; NICOLAS et al.,, 1997; OLIVEIRA; PALMA, 1998; KONNO et al., 2001).
Toxinas de vespas podem pertencer a diferentes classes quimicas (CUNHA et al.,
2005). Dentre os compostos bioativos dos venenos, as enzimas sd0 0S COmMpostos
de alto peso molecular mais abundantes e as responsaveis pelos efeitos alergénicos
(HO et al., 1998; OLIVEIRA; PALMA, 1998). Cunha et al.(2005) demonstraram o
efeito anti-convulsivo do veneno denaturado da vespa P. ignobilis. Neste estudo, os
autores observaram que o veneno contém substancias capazes de interagir com 0s
receptores GABA e de glutamato, indicando que 0O veneno poSsui cOompostos
neuroativos.

A vespa P. paulista é uma vespa social neotropical endémica da regido
sudeste do Brasil (ROCHA et al., 2007). Estudos realizados por Wang et al. (2008),
verificaram a acéo anticarcinogénica do peptideo polybia MPI, presente no veneno
da vespa P. paulista, e verificaram que houve uma significativa inibicdo da
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proliferacdo de células tumorais. Wang et al. (2011) estudaram o peptideo polybia-
CP derivado do veneno de vespa e verificaram que, além de possuir atividade
antibiética tanto para bactérias Gram positivas como negativas (SOUZA et al., 2005),
este peptideo possui atividade anti-tumoral, contra linhagem celular de cancer de
bexiga (BIU87) e de prostata (PC-3).

3.3. Testes de citotoxicidade

A investigacdo da citotoxicidade de um determinado agente € importante para
avaliar se este agente influencia na viabilidade celular e também se caracteriza em
um importante teste para dar seguimento a avaliagbes de mutagenicidade,
apoptose, patologias celulares e toxicidade de drogas farmacéuticas, como também
para elucidar mecanismos de carcinogénese (KOMISSAROVA et al., 2005).
Atualmente, existe uma série de métodos que medem diferentes “endpoints” para
avaliar essa citotoxidade e, dentre eles, o ensaio do MTT. No ensaio do MTT, o sal
3-(4,5-dimethylthiazolil-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) € absorvido por
células vivas e é reduzido a cristais de formazan dentro das mitocondrias. A
guantidade de formazan gerada € proporcional a quantidade de células vivas
(HOLST; OREDSSON, 2005).

3.4.Testes de antimutagenicidade

O potencial antimutagénico de uma substancia pode ser avaliado em diversos
sistemas bioldgicos, sistemas estes igualmente empregados para o estudo e
identificacdo dos agentes mutagénicos. Métodos in vitro sdo adequados para a
determinacdo dos mecanismos de acdo de uma substancia ou composto; oferece
uma melhor padronizacdo das etapas experimentais; introduz variaveis como tempo
de tratamento e tipos de combinacbes (OLIVEIRA et al., 2006); possibilita o
tratamento das células em varias fases do ciclo celular; além de ter um material
genético organizado como nas células in vivo (RABELO-GAY et al., 1991). Dentre os
métodos in vitro, a utilizacdo de células de mamiferos pode permitir correlacbes com
os efeitos de xenobiontes em seres humanos (BRUSICK, 1987).

Os sistemas celulares de mamiferos, utilizados para a avaliacdo da

mutagenicidade e/ou antimutagenicidade, abrangem tanto testes in vitro e in vivo.
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Nos testes in vivo ratos e camundongos séo utilizados como organismos testes. Nos
testes in vitro, com sistemas celulares de mamiferos, o tempo de tratamento com a
substancia testada pode ser estritamente controlada. Em testes de
antimutagenicidade, as células podem ser tratadas com a substancia teste antes,
simultaneamente ou ap0s o tratamento com 0s mutagenos. Esses procedimentos
podem fornecer sugestbes sobre o mecanismo de acdo antimutagénica da
substancia e informar se ela atua como substadncia desmutagénica ou
bioantimugénica (KURODA et al., 2001).

A cultura de células HepG2, uma linhagem celular derivada de hepatomas
humanos, mantém muitas das fungdes das células normais de figado (KNOWLES et
al., 1980) e expressa diferentes enzimas metabolizadoras de xenobidticos
(DOOSTDAR et al., 1993; KNASMULLER et al., 1998). Estas células tém sido
amplamente utilizadas e recomendadas para detectar mutdgenos, pro-mutagenos e
anti-mutagenos (NATARAJAN; DARROUDI, 1991; KNASMULLER et al., 1998;
VALENTIN-SEVERIN et al., 2003), por serem facilmente manuseadas e por
possuirem a maioria das caracteristicas morfolégicas das células hepaticas, além de
conter grande parte das enzimas responsaveis pela ativacdo de varios compostos
(VALENTIN-SEVERIN et al., 2003).

Os testes mais comumente aplicados em cultura de células sdo o ensaio do
cometa e o teste do micronucleo. O ensaio do cometa € uma técnica que permite
detectar lesbes no DNA, tais como quebras de fita simples, quebras de fitas duplas e
sitios alcali-labeis, causadas por agentes genotoxicos (RIBEIRO et al., 2003). Este
teste consiste em uma técnica valiosa, pois permite a detec¢cdo de diferentes
respostas celulares ao dano e ao reparo de DNA, observadas pela migragdo, em
eletroforese, de fragmentos do material genético de qualquer tipo celular obtido por
uma suspensao simples (SASAKI et al., 1997, MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998).

O ensaio do cometa possui diversas vantagens como identificar danos no
DNA em células isoladas; necessitar de pequena quantidade de células por amostra;
ser de aplicacéo facil e barata e poder ser realizada em um curto periodo de tempo
(LIAO et al., 2009), além de ser também uma técnica flexivel, podendo ser usada
para se avaliar diferentes tipos de dano ao DNA e ser facilmente modificavel as
necessidades experimentais (TICE et al., 2000).

O teste do microndcleo também apresenta vantagens pela simplicidade de

analise de resultados e pela possibilidade de aplicacdo em qualquer populagéo
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celular em proliferacdo, sem a necessidade do conhecimento cariotipico prévio do
organismo-teste (HAYASHI et al., 1998). Este teste possibilita uma deteccao rapida
de danos causados no material genético de organismos expostos as substancias
testadas, como as quebras cromossémicas ou as perdas de cromossomos inteiros.
Estas perdas de material genético sao facilmente visualizadas nas células filhas
como uma estrutura similar ao nucleo principal, porém, de tamanho reduzido
(VALENTIN-SEVERIN et al., 2003).

O teste do micronucleo com bloqueio da citocinese (CBMN) é o método mais
utilizado para se medir microndcleos em cultura de células humanas e/ou de
mamiferos. Este método contabiliza e classifica as células que especificamente ja
passaram por um ciclo de divisdo celular, apds exposicdo ao quimico avaliado. Ao
longo dos dultimos anos o teste CBMN evoluiu para um método que também
contabiliza pontes nucleoplasmicas e brotos nucleares (FENECH, 2006).

Micronucleos se originam de fragmentos cromossdmicos ou de cromossomos
inteiros que se atrasaram durante a migracdo cromossdmica que ocorre na divisdo
nuclear (FENECH, 2000). A frequéncia de micronucleos em células humanas se
tornou um teste citogenético padrdo para testes de toxicologia genética (FENECH,
2006).

As pontes nucleoplasmaticas presentes em ceélulas binucleadas também
devem ser contabilizadas, por serem alteracdes que fornecem evidéncias diretas de
dano genbmico resultantes de reparos incorretos de quebras de DNA, o que nao
seria possivel pela contabilizacdo apenas de células micronucleadas (FENECH,
2006). Os brotos nucleares sédo derivados de amplificagcdo génica que, segundo os
resultados dos experimentos in vitro com células de mamiferos realizados por
Shimizu et al. (1998, 2000) séo indicativos que o DNA amplificado esta
seletivamente posicionado em locais especificos na periferia do nucleo e que é

eliminado via broto nuclear durante a fase S da mitose.

3.5.Teste de estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando um aumento nas concentracdes de
agentes pro-oxidantes supera a capacidade antioxidante, o que pode levar a danos
oxidativos na célula (KOHEN; NYSKA, 2002). As células estdo constantemente
expostas a uma grande variedade de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
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espécies reativas de nitrogénio (RNS), tanto de origem enddgena como exdgena
(KOHEN; GATI, 2000). O continuo efluxo de ROS (enddgeno e exdgeno) resulta em
um continuo e acumulativo dano oxidativo em componentes celulares (COMPORTI,
1989), que pode acarretar em alteragbes das funcdes celulares (GRACY et al.,
1999). Segundo revisao feita por Kohen e Nyska (2002), dentre os alvos bioldgicos
mais vulneraveis para as ERO, estdo os lipideos de membranas bioldgicas, as
proteinas e o DNA. Ainda segundo Kohen e Nyska (2002), todas as membranas
celulares sdo especialmente vulneraveis a oxidacdo, devido a sua grande
concentracdo de &cidos graxos insaturados. Os danos que ocorrem nos lipideos
geralmente sdo denominados de peroxidagéo lipidica.

Um dos métodos para a avaliacdo da peroxidacdo lipidica seria a
guantificacdo de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), dentre eles o
malondialdeido (MDA). Estas TBARS seriam dialdeidos, produtos finais da
peroxidacao lipidica, cuja reacdo pode ser facilmente medida pela coloracdo rosea
produzida (KOHEN; NYSKA, 2002). A peroxidacdo lipidica pode desestruturar a
organizacdo de membranas bioldgicas, pela promocdo de mudancas na sua fluidez
e permeabilidade, inibicdo de processos metabdlicos e alteragdes no transporte de
ions (NIGAM; SCHEWE, 2000).

Embora o DNA seja uma molécula estavel e bem protegida, as ROS podem
interagir com o DNA e causar diversos tipos de danos, como modificacdo de suas
bases nitrogenadas, perda de purinas (sitios apurinicos), danos na desoxirribose,
ligagcdo cruzada DNA-proteina, quebras das fitas simples e duplas, e danos no
mecanismo de reparo do DNA (KOHEN; NYSKA, 2002).

Os organismos possuem sistemas para inativar e/ou bloquear os efeitos
deletérios das EROs, sendo este sistema dividido em duas classes de antioxidantes:
0 sistema ndo enzimatico constituido por B-carotenos (pr6é vitamina A), acido
ascorbico (vitamina C) e alfa tocoferol (vitamina E) e o sistema enziméatico
constituido pelas enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPX), glutationa
redutase (GR) e superoxido dismutase (SOD) (POWERS et al., 1994).

O uso de biomarcadores bioquimicos oferece vantagens, porque Ssao
normalmente os primeiros a serem detectados, devido a sua sensibilidade a
xenobiontes; por apresentarem alta especificidade; por possuirem baixo custo de
andlise e fornecerem informacfes a respeito do efeito metabdlico causado pelo
agente indutor do dano (VAN DER OOST et al.,, 2003). Dentre os biomarcadores
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bioquimicos, os mais extensivamente investigados sédo as enzimas envolvidas com a
detoxificacdo de xenobidticos e de seus metabdlitos, ou seja, as enzimas de
biotransformacao, como a Glutationa S Transferase (GST) e de defesa antioxidante.
Durante a biotransformacédo de agentes quimicos pelo citocromo P450, pode ocorrer
a formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem oxidar as células
e, desta forma, leva-las a morte. Estas EROs podem ser inativadas pelos sistemas
de defesas antioxidantes celulares.

Segundo Matés et al. (1999), a superdxido dismutase (SOD) é a enzima
antioxidante que catalisa a dismutacao (conversao) do anion extremamente reativo,
anion superoxido (027), a Oz e H,0;.

A catalase esta presente na maioria dos 6rgaos, mas € mais abundante no
figado. Em altas concentragbes de H,0O, a catalase é capaz de reduzir esta
molécula, mas quando em baixas concentracdes de H,O, sua eficiéncia € diminuida,
porque a enzima necessita de duas moléculas de H,O, para poder realizar a reacao
de reducao, e esta reacao dificilmente ocorre quando a quantidade do substrato
diminui (CEMELI et al., 2009).
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4. Material e Métodos
4.1. Material

4.1.1. Substancias testadas

4.1.1.1.Extratos brutos

O veneno liofilizado da abelha A. mellifera foi gentilmente cedido pelo Prof.
Dr. Osmar Malaspina, do Centro de Insetos Sociais (CEIS) do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Rio Claro.

Vespas da espécie P. paulista foram gentiimente cedidas pelo Centro de
Estudos de Insetos Sociais (CEIS) do Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista (UNESP), campus de Rio Claro. Apds a captura destes insetos,
eles foram imediatamente congelados a -80°C, para serem posteriormente
dissecados. Para a obtencdo do veneno, foram extraidos, com auxilio de pincas,
1160 glandulas de venenos. As glandulas de veneno foram cuidadosamente
lavados, perfurados, agitados suavemente em solugdo contendo Inibidor de
Protease 1 mM (PMSF- Floureto de Sulfonil Metil Fenil) e centrifugados a 8000 rpm,
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi usado como extrato bruto do veneno e
posteriormente foi liofilizado em liofilizador “Centrivap Concentrator’ (Labconco),
acoplado a um condensador de solvente “Centrivap Ultra Low Cold Trap”
(Labconco).

Foram obtidos, aproximadamente, cerca del00 mg de peso seco de veneno

de abelha, cerca de 39,7 mg de peso seco de veneno de vespa.

4.1.1.2. Fosfolipase A,
A fosfolipase A, de A. mellifera (CAS number: 9001-84-7) foi adquirida da

empresa Sigma-Aldrich.

4.1.1.3. Controle positivo

Para os teste controle positivo, a ser realizado com cultura de células HepG2,
foi utilizado o metilmetano sulfonato (MMS, CAS No 66-27-3), na concentracao de
4x10 M. Esta substancia é um alquilante monofuncional que age diretamente nos
atomos de nitrogénio e oxigénio das bases do DNA, causando um grande espectro

de lesbes no DNA. O MMS induz aumento na freqiiéncia de danos do DNA, mutacao
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génica, troca entre cromatides irmas e micronucleo em cultura de células de

roedores e de humanos.

4.1.2. Material Biologico
Células HepG2 foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC No

HB 8065, Rockville, MD) e foram utilizadas para realizacdo das técnicas do MTT,

cometa, micronucleo e estresse oxidativo.

4.2. Métodos

4.2.1. Cultura de células HepG2

As células foram cultivadas em frasco de cultura de 25 cm? em 5 mL de meio
MEM (Meio Essencial Minimo — Cultilab), suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF) e 0,1% solucdo de antibidtico-antimocoético (penicilina 10.000 U.I./mL /
estreptomicina 10 mg/mL, Cultilab) em estufa de CO, (5%) a 37°C, até atingirem
confluéncia de 80%. Nestas condi¢des, o ciclo celular desta linhagem celular é de
aproximadamente 24 horas.

4.2.2. Ensaio do MTT

O teste do MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide - CAS n. 298-93-1,
Sigma) foi realizado de acordo com o protocolo de Mosmann (1983), com algumas
modificagdes.

Apods atingir confluéncia de aproximadamente 80%, as células HepG2 foram
transferidas do frasco de cultura para uma placa de 96 pocos, para isso as células
foram lavadas com PBS (2x) e o excesso de PBS foi retirado com o auxilio de uma
pipeta Pasteur. Posteriormente 500 pL de tripsina (0,5%) foram adicionados ao
frasco de cultura, permanecendo no frasco por 5 minutos em estufa a 37°C. Apoés
este periodo, as células foram despregadas da parede do frasco por meio de leves
batidas, posteriormente foram adicionados ao frasco de cultura 4,5mL de meio MEM
com soro, a fim de inativar a tripsina, e as células passaram por uma seringa de
insulina, para se obter células isoladas e uma suspenséao celular mais homogénea.

20 pL desta suspenséo foram transferidos para uma camara de Neubauer para
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contagem de células e o restante da suspenséao foi transferida para um tubo de
centrifuga graduado. Estes tubos foram centrifugados por 10 minutos a 1500 rpm.

Apbés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressupendido em 1 mL de meio MEM com soro. Uma aliquota desta suspenséo foi
diluida em 9 mL de meio MEM com soro, a fim de que em cada poco da placa de 96
pocos recebesse um volume de 100uL, para ser semeada uma quantidade de
2,34x10* células. Subsequentemente, esta placa foi incubada por 24 horas para
estabilizacdo das células. Decorrida as 24 horas, o meio foi retirado com o auxilio de
uma pipeta multicanal e foi adicionado 200 uL de meio de cultura sem soro (controle
negativo - CN), meio de cultura sem soro mais Triton X-100 a 1% (CP) e meio de
cultura sem soro mais os tratamentos (com as diferentes concentracbes das
substancias testadas), permanecendo ai por um periodo de 3 horas. Posteriormente,
os tratamentos foram retirados e adicionados 150 uL de solucdo de 5 mg/mL de
MTT. A placa, envolta em papel aluminio, foi incubada por 4 horas em estufa a 37°
C. Apés este tempo, a solucdo de MTT foi descartada, sendo adicionado em cada
poco 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO).

As placas foram entédo lidas em espectrofotdmetro com leitor de microplaca
(Aparelho Multiskan FC — Thermo Scientific) em filtros de 540nm. As leituras obtidas
para o controle negativo foram consideradas como 100% de viabilidade e as leituras
obtidas para os demais tratamentos foram comparadas com o controle negativo. A
analise estatistica foi realizada pelo teste estatistico paramétrico ANOVA (1 critério),
seguido pelo teste de comparagao de Dunnet (p<0,05).

A partir do ensaio do MTT, foram estabelecidas as concentragbes nao
citotdxicas das substéancias testadas e, com elas, realizados o ensaio do cometa e o
teste do micronucleo, para se determinar a genotoxicidade e a mutagenicidade dos

compostos.

4.2.3. Ensaio do cometa

Para o ensaio do cometa 5x10° células foram semeadas em frascos de
cultura de 25 cm?, onde permaneceram por um periodo de 24 horas em estufa de
CO; (5%) a 37° C para estabilizacdo das células.

Passado este periodo, os tratamentos foram adicionados aos frascos de

cultura onde permaneceram por 3 horas, sendo utilizado PBS para o controle
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negativo e metilmetano sulfonato (MMS - 4x102 M) para o controle positivo. As
concentracbes consideradas nao citotoxicas das substancias testadas foram
utilizadas para se avaliar a gentoxicidade dos compostos estudados. Cada
tratamento foi realizado em triplicata.

As concentracdes consideradas ndo genotoxicas foram utilizadas para a
avaliacdo de antigenotoxicidade, sendo realizados quatro tipos diferentes de
tratamento:

- pré-tratamento: as células foram expostas as diferentes concentracfes das
substancias por 3 horas. Passado este periodo, o meio foi retirado e as células
expostas ao meio de cultura novo contendo metilmetano sulfonato (MMS, CAS No
66-27-3) na concentracdo de 4x10 M por mais 3 horas;

- pés-tratamento: onde as células foram expostas ao MMS (4x102 M) por 3
horas. Passado este periodo, o meio foi retirado e as células expostas a meio de
cultura novo contendo diferentes concentra¢cfes das substancias por mais 3 horas;

-tratamento simultdneo: neste tratamento as células foram expostas
simultaneamente ao MMS (4x10 M) e as diferentes concentracdes das substancias
por 3 horas;

-tratamento simultdneo com incubacdo: o MMS (4x102M) foi incubado
previamente, durante 1 hora a 37° C, com as diferentes concentragdes das
substancias e, ap0s este periodo de incubacédo, as células foram expostas a esta
mistura por 3 horas.

Apdés os periodos de tratamento, as células foram lavadas com PBS
(2x) e o excesso foi retirado com o auxilio de uma pipeta Pauster. A seguir, as
células foram tripsinizadas (0,5% por 5 minutos em estufa a 37° C). Decorrido este
tempo a tripsina foi inativada com 4,5 mL de meio MEM com soro e as células foram
desprendidas da parede do frasco com leves batidas. A suspensao celular foi
transferida para tubos de plastico graduados e centrifugada por 10 minutos a 1500
rpm. Apés esta etapa, o sobrenadante foi retirado e, aproximadamente, 0,5 mL de
meio foi deixado no tubo graduado, para que o pellet fosse ressuspendido neste
volume.

A viabilidade celular foi avaliada pelo método da coloracdo exclusiva com
Azul de Trypan. Para isso, 5uL da suspenséo celular foram misturados com 5 pL de
Azul de Trypan. Foram analisadas 100 células, sendo consideradas células viaveis

as que apresentaram coloracdo branca e inviaveis (mortas) as azuis. O ensaio do
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cometa sO prosseguiu quando a viabilidade celular encontrada em todos os
tratamentos foi superior a 80%.

Apés a avaliacao da viabilidade celular, uma aliquota de 20 pL de suspenséao
celular foi misturada com 120 pL de agarose de baixo ponto de fuséo (37°C) 0,5% e,
rapidamente, pingada sobre laminas, previamente cobertas com agarose de ponto
de fusdo normal (60°C) 1,5%. As laminas foram cobertas com laminulas e levadas a
geladeira a uma temperatura de 4°C por 20 minutos. Apos remoc¢ao cuidadosa das
laminulas, as laminas foram imersas em solucado de lise gelada recém preparada,
contendo 89 mL de solucédo de lise estoque (2,5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10
mM de Tris com pH ajustado para 10, com auxilio de 8 g de NaOH, 890 mL de agua
destilada e 1% de lauril sarcosinato de sodio), mais 1 mL de triton X-100 e 10 mL de
DMSO, onde permaneceram por, no minimo, 1 hora em geladeira a 4°C.

As laminas foram posteriormente transferidas para uma cuba de eletroforese
e cobertas com solucao tampéo (pH<13) recém preparada (300 mM de NaOH/1mM
EDTA, preparado de uma solucdo estoque contendo 10N NaOH e 200mM de EDTA
pH 10), onde permaneceram por 20 minutos antes da eletroforese, para
desnaturacdo do DNA. A corrida de eletroforese foi realizada a 4°C por 20 minutos a
uma corrente de 39V (0,8V/cm) e 300 mA. Apds a corrida de eletroforese, as
laminas foram colocadas em solucdo de neutralizagéo (0,4 M tris-HCI, pH7,5), em
trés séries de 5 minutos cada, secas a temperatura ambiente e fixadas com etanol
por 10 minutos.

Apéds a secagem e fixacdo das laminas, elas foram coradas com 50 pL de
solugao de GelRed® (15 pL de GelRed 10.000X em agua, 5 mL de NaCl a 1M, e 45
mL de agua destilada) e cobertas com laminula. O material foi imediatamente
analisado ap6s a sua coloracdo. Cem nucledides por lamina foram analisados em
microscopia de epifluorescéncia Leica, aumento de 400x, filtro B - 34 (excitacdo:
i=420nm-490nm, barreira: 1=520nm), totalizando 600 nucledides por tratamento. Os
nucleoides foram visualmente classificados de acordo com o tamanho das caudas
em quatro classes: classe 0, nucledide sem cauda; classel, nucleéide com cauda
menor que o seu didametro; classe 2, nucledide com cauda entre 1 a 2 o seu
diametro e classe 3, nucledide com cauda 2 vezes maior que 0 seu diametro
(Rigonato et al., 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Classificagéo das classes do cometa. A: Classe 0, B: Classe 1, C:
Classe2 e D: Classe 3.

Os escores foram obtidos pela multiplicacdo do numero de células
encontradas em cada classe pelo numero da classe correspondente, com valores

variando de 0 (auséncia total de danos) a 300 (dano maximo causado).

4.2.4. Teste do micronucleo

Para o teste do micronicleo, 5x10° células foram semeadas em frascos de
cultura de 25 cm?, onde permaneceram por um periodo de 24 horas em estufa de
CO; (5%) a 37° C para estabilizacdo das células.

Passado este periodo, os tratamentos foram adicionados aos frascos de
cultura, onde permaneceram por 3horas, sendo utilizado PBS para o controle
negativo e metiimetano sulfonato (MMS - 4x10°M) para o controle positivo. As
concentracfes consideradas néo citotoxicas no teste do MTT foram utilizadas para a
avaliagcao da mutagenicidade. Cada tratamento foi realizado em triplicata.

As concentragfes consideradas ndo mutagénicas foram utilizadas para a
avaliacdo de antimutagenicidade, sendo realizados os mesmos quatro tipos de
tratamento mencionados no ensaio do cometa

Apoés os periodos de tratamentos, as células foram lavadas com PBS, o meio
trocado e adicionado citocalasina B (concentracédo final de 3 pg/mL). As células
foram entdo incubadas por mais 28 horas e centrifugadas (1500 rpm por 5 minutos).
Apés descarte do sobrenadante, foram adicionados ao pellet, a solucéo fixadora de
Carnoy (3 partes de metanol absoluto: 1 parte de acido acético glacial) e 2 gotas de
formaldeido.

Antes da confeccdo das laminas, as células foram lavadas e mantidas em
adgua destilada a 4°C. Em seguida, a suspensédo celular foi gotejada sobre laminas
contendo um filme de agua e, ap0s serem secas em temperatura ambiente, foram

coradas com Giemsa 5% por 8 minutos.
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Foram contadas 2000 células binucleadas por réplica. As células
consideradas para a analise apresentaram envoltério nuclear e limite citoplasmatico
integros, nucleos de tamanhos similares ndo sobrepostos e um mesmo padréo e
intensidade de coloracao, totalizando 6000 células por tratamento. Além disso, foram
também contabilizados no ensaio as células portadoras de pontes nucleoplasmicas

e os brotos nucleares (Figura 2).

Figura 2. A. Célula binucleada normal; B. Célula binucleada com broto; C. Célula
binucleada com micronucleo pequeno; D. Células binucleada com micronicleo
maior.

4.2.5. Ensaio do estresse oxidativo

Neste ensaio foram realizados os testes de peroxidagdo lipidica e
mensuracao da atividade das enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD)
e glutationa S-transferase (GST).

Para os testes de peroxidacao lipidica, catalase e superoxido dismutase, foi
utilizada uma quantidade de 3x10° células, enquanto que para os ensaios de
glutationa S-transferase a quantidade de células foi de 1x10° células. Para todos os
ensaios, as células foram semeadas em frascos de cultura de 25 cm? onde
permaneceram por um periodo de 24 horas para estabilizacdo. Apos este periodo,
os diferentes tratamentos foram adicionados nos frascos (veneno de vespa e abelha
e PLA,), permanecendo nestes por 3 horas. Os tratamentos foram realizados em
triplicata.

ApoGs as 3 horas, os tratamentos foram retirados dos frascos e as células
foram lavadas com PBS (2x). O excesso de liquido foi retirado com o auxilio de uma
pipeta Pasteur e 1mL de PBS gelado foi adicionado ao frasco de cultura. As células
foram entdo despregadas da parede do frasco com o auxilio de um “scraper” e a

suspensao celular transferida para tubo de centrifuga graduado. Esta suspensao foi
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sonicada em Sonicador (Fischer Scientific — Sonic Dismembrator Model 500), sendo
utilizada a frequéncia de 17% e tempo de 1 segundo para cada mL de suspensao

celular.

4.2.5.1. Determinacdo dos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS)

O nivel de peroxidacao lipidica foi avaliado segundo o protocolo de Buege e
Aust (1978) com algumas modificagdes. Foi preparada uma mistura de 1 mL de
suspensdo celular (com 3x10° células/mL) em um meio contendo TBA 1%
(preparado em NaOH 50 mM), 10 pL de NaOH 10 M e 500 pL de H3PO, 20%. Essa
mistura foi aquecida por 10 minutos em banho fervente. Passado este tempo, a
mistura foi resfriada e 3 mL de n-butanol foi adicionado, para a extragcdo do
cromdgeno. Em seguida, esta mistura foi centrifugada por 5 minutos a 1500 rpm,
para separar a fase organica (com cromégeno) e, assim, ser lida a sua absorbancia
em 532 nm. A concentracdo de substancias reativas ao acido TBARS foi calculada
baseando-se no valor de €532 = 153000 M-1 cm -1

4.2.5.2. Avaliacao da atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi medida segundo o método de Aebi (1984).
Em uma cubeta de quartzo foram misturados 200 pL da suspenséao celular e 2 mL
de PBS 0,1 M (pH 7,4, temperatura ambiente). A reacdo foi iniciada quando foi
adicionado 50 pL de peréxido de hidrogénio (H,O, — 10 volumes). A leitura foi feita
durante 5 minutos. A velocidade da decomposicdo do H,0O, foi medida

espectrofotometricamente, através da variacao da absorbancia em 240 nm.

4.2.5.3. Avaliacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi avaliada a partir da
sua capacidade de inibir a reducdo do composto nitrobluetetrazolium (NTB) a
formazan, em pH alcalino. Para esta avaliagdo, foi utilizado o sistema
xantina/xantina oxidase que é capaz de gerar o anion-radical superoxido, que por
sua vez é capaz de reduzir o composto NTB (amarelo) em formazan (azul). O ensaio
foi desenvolvido em uma solucdo contendo 3 mL de NTB 100 uM (Nitro Blue
Tetrazolium Tablet — Sigma N5514-10TAB), diluido em tampéo glicina 50 mM (pH
9,5), 100 uL de xantina 15 mM (Xanthine, minimum 99% - Sigma- X375 — 25q)
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dissolvido em DMSO e 200 uL da suspenséo celular (3x10° células/mL). A reac&o foi
iniciada com a adicdo de 20 uL de 10 mU de xantina oxidase. A formacdo do

cromoégeno azul foi acompanhado espectrofotometricamente em 560 nm.

4.2.5.4. Avaliacao da atividade da Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da glutationa S-tranferase foi medida pelo o kit Glutathione S-
Transferase Assay Kit (Cayman Chemicals Company, Ann Arbor, MI, USA), segundo
as instrucbes do fabricante. A conjugacdo do 1-cloro 2,4-dinitrobenzeno (CDNB)

com a glutationa reduzida foi medida espectrofotometricamente a 340 nm.

4.2.6. Analises estatisticas
As andlises estatisticas foram feitas pela Andlise de Variancia (ANOVA)

seguida do teste de Dunnet, com nivel de significancia p<0,05, utilizando o programa

estatistico BioEstat 5.0
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5. Resultados

Os resultados obtidos estao reunidos em 4 artigos, como segue:

1. “Efeitos citotoxicos, genotoxicos/antigenotoxicos e

mutagénicos/antimutagénicos do veneno da vespa Polybia paulista”.

2. “Citoxicidade, genotoxicidade/antigenotoxicidade e

mutagenicidade/antimutagenicidade de veneno de Apis mellifera”

3. “Comparacao da citotoxidade, genotoxicidade e mutagenicidade do veneno

de vespa Polybia paulista, de abelha Apis mellifera e da fosfolipase A,”

4. “Estresse oxidativo induzido por veneno da vespa Polybia paulista, da abelha

Apis mellifera e da fosfolipase A,”
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Resumo

Venenos de himenopteros sédo constituidos por uma mistura complexa de agentes
bioativos, quimica ou farmacologicamente, como as fosfolipases, hialuronidases e
mastoparanos. Os venenos podem ainda conter substancias que sejam capazes de
inibir e/ou diminuir a acdo genotoxica e ou mutagénica de outros compostos capazes
de promover danos no material genético. Neste sentido, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o efeito do veneno de Polybia paulista, uma vespa neotropical,
por meio de ensaios com células HepG2 mantidas em cultura. O potencial citotoxico
do veneno de vespa, avaliado pelo ensaio do MTT, foi testado para as
concentracbes de 10 pg/mL, 5 pg/mL, 1 pg/mL. Como estas concentracbes nao
foram citotdxicas, elas foram utilizadas para avaliar o potencial genotéxico (ensaio
do cometa) e mutagénico (teste do microndcleo) do veneno. Neste estudo, foi
verificado que estas concentra¢des induziram danos no DNA das células expostas,
sendo necessario testar concentracdes menores, até se encontrar aquelas que néo
fossem consideradas genotoxicas e mutagénicas. As concentracdes de 1 ng/mL,
100 pg/mL e 10 pg/mL, que nédo induziram genotoxicidade e mutagenicidade, foram
utiizadas em quatro diferentes tratamento (pds-tratamento, pré-tratamento,
tratamento simultdneo com incubacdo e tratamento simultdneo sem incubagé&o),
para se avaliar se estas eram capazes de inibir ou diminuir a agdo genotoxica e
mutagénica do metilmetano sulfonato (MMS). Nenhuma das concentragcfes foi
capaz de inibir e/ou diminuir a atividade do MMS. A atividade genotoxica e
mutagénica do veneno de P. paulista pode ter sido ocasionada pela acdo da
fosfolipase, mastoparano e hialuronidase, que sdo capazes de desestruturar a
membrana celular e assim interagir com o material genético das células ou ainda por
facilitar a entrada de outros compostos do veneno que podem agir sobre o DNA.
Outra possivel explicacdo para a genotoxicidade e mutagenicidade do veneno pode
ser dada pela presenca de substancias capazes de desencadear processos
inflamatorios e, consequentemente, gerar espécies reativas de oxigénio que podem

interagir com o DNA das células expostas.

Palavras-chave: célula HepG2, genotoxicidade, mutagenicidade, fosfolipase,

mastoparano e hialuronidase
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1. Introducéo
A cada ano, milhares de novas substancias sao sintetizadas e lancadas no
ambiente, sendo praticamente impossivel ndo nos expormos a elas. Diversos
estudos correlacionam a exposicdo de organismos vivos a poluentes ambientais
com a inducéo de danos no material genético desses organismos. Por este motivo,
diversos estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de encontrar
substancias que possam proteger o DNA das agressdes dos xenobiontes.

Venenos de himendpteros, como os das abelhas e vespas, possuem em sua
composicdo substancias com acdo antimicrobianas, peptideos citoliticos e uma
complexa mistura de enzimas, neurotoxinas e compostos de baixo peso molecular
(Kuhn-Nentwig, 2003). Segundo Santos et al. (2007), existem no Brasil quase 500
espécies de vespas sociais, das quais pouco se sabe a respeito da bioquimica,
farmacologia e imunologia dos seus venenos. Os venenos de himenopteros da
familia Vespidae (vespas) contém fosfolipases A e B, assim como hialuronidases,
fosfatases acidas, proteases e mastoparanos (Nakajima et al., 1985, King; Valentine,
1987).

Diversos estudos tém descrito a presenca de substancias com potencial
farmacolégico nos venenos de vespas, e dentre elas algumas com potencial
antimicrobiano (Cefovsky et al, 2008), anticonvulsivante (Cunha et al., 2005) e
anticoagulante (Han et al., 2008). Estes estudos demonstram também que os
venenos de himendpteros podem constituir uma area de estudo rica e promissora
para o descobrimento de novos biofarmacos, dentre estes os que tenham a
capacidade de diminuir e/ou evitar muta¢cdes no material genético.

Polybia paulista € uma vespa neotropical endémica do sudeste da Brasil, de
comportamento muito agressivo que, devido as suas picadas, causa muitos
acidentes na regiao (Santos et al., 2007). Estudos feitos com o veneno desta
espécie verificaram que ele possui em sua composicdo substancias com potencial
antimicrobiano (Souza et al., 2005, 2009) e antitumoral (Wang et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade citotoxica, genotoxica e
antigenotoxica, mutagénica e antimutagénica de veneno da vespa P. paulista, por

meio de ensaios com células humanas mantidas em cultura (HepG2).
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2. Material e métodos
2.1. Material

2.1.1. Substéancia utilizada
2.1.1.1.Veneno de vespa (VV)

Vespas da espécie P. paulista foram identificadas e gentilmente cedidas pelo
Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Rio Claro. Apés a captura, 0s
insetos foram imediatamente congelados a -80° C, para serem posteriormente
dissecados. Para a obtencdo do veneno, foram extraidos, com auxilio de pincgas,
1160 glandulas de venenos. As glandulas foram cuidadosamente lavados,
perfurados e agitados suavemente em solucdo contendo Inibidor de Protease 1 mM
(PMSF- Floureto de Sulfonil Metil Fenil) e centrifugados a 8000 rpm, por 10 minutos
a 4° C. O sobrenadante foi usado como extrato bruto do veneno. Estas amostras
foram liofilizadas em liofilizador “Centrivap Concentrator” (Labconco), acoplado a um

condensador de solvente “Centrivap Ultra Low Cold Trap” (Labconco).

2.1.1.2. Modelo Experimental

Cultura de células humanas

Células HepG2, obtidas da American Type Culture Collection (ATCC No HB
8065, Rockville, MD), foram cultivadas em frasco de cultura de 25 cm? em 5 mL de
meio MEM (Meio Essencial Minimo — Cultilab), suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF) e 0,1% solucdo de antibidtico-antimicético (penicilina 10.000
U.l./mL / estreptomicina 10 mg/mL, Cultilab) em estufa de CO, (5%), até atingirem

80% de confluéncia.

2.2. Métodos
2.2.1. Testedo MTT

O teste do MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide - CAS n. 298-93-1,
Sigma) com células HepG2 foi realizado de acordo com o protocolo de Mosmann
(1983), com algumas modificagdes. Foram semeadas em cada um dos pocos de
uma placa de 96 pocos 2,34x10* células. Subsequentemente, esta placa foi
incubada por 24 horas para estabilizacdo das células. Decorrido esse tempo, foi

retirado o meio de cultura dos pocgos, para serem adicionados 200 uL de meio de
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cultura sem soro para o controle negativo (CN); meio de cultura sem soro mais Triton
X-100 a 1% para o controle positivo (CP) e meio de cultura sem soro mais as
diferentes concentracdes do veneno de vespa para os tratamentos. Apos 3 horas de
incubagédo, os tratamentos foram retirados dos pocos e adicionados nestes 150 uL
de solucdo de 5 mg/mL de MTT. A placa foi incubada por 4h, em estufa a 37° C.
Apoés este tempo, a solucdo de MTT foi descartada, sendo adicionado, em cada
poco, 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO).

As placas foram entdo lidas em espectrofotdbmetro com leitor de microplaca
(Aparelho Multiskan FC — Thermo Scientific) em filtros de 540 nm. A andlise
estatistica foi realizada pelo teste estatistico paramétrico ANOVA (1 critério), seguido

pelo teste de comparacdo de Dunnet (p<0,05).

2.2.2. Ensaio do cometa com células HepG2

O ensaio do cometa foi realizado para avaliar o potencial genotéxico e
antigenotoxico dos venenos de vespa, feito de acordo com o protocolo descrito por
Singh et al.. (1988) e Tice et al. (2000), com algumas modificacbes. Os ensaios
foram realizados em triplicata/tratamento.

Tanto para o ensaio de genotoxicidade como para o0 de antigenotoxicidade,
5x10° células foram semeadas em frascos de cultura de 25 cm?. Os frascos foram
incubados por 24 horas em estufa a 37° C, 5% de CO, em atmosfera imida, para um
periodo de estabilizacdo. Passado este tempo, foram feitas duas avaliacdes, a de
genotoxicidade, onde as ceélulas foram expostas a diferentes concentracdes do
veneno de vespa por 3 horas; e a de antigenotoxicidade, onde foram realizados
guatro diferentes tipos de tratamento:

- pré-tratamento (PT): as células foram expostas as diferentes concentracdes
do veneno de vespa por 3 horas. Passado este periodo, o meio foi retirado e as
células foram expostas a meio de cultura novo contendo metilmetano sulfonato
(MMS, CAS No 66-27-3) na concentracdo de 4x102 M, por mais 3 horas;

- pés-tratamento (PosT): as células foram expostas ao MMS (4x10% M) por 3
horas. Passado este periodo, o meio foi retirado e as células foram expostas a meio
de cultura novo contendo diferentes concentracdes do veneno de vespa, por mais 3
horas;

- tratamento simultaneo (TS): as células foram expostas simultaneamente ao

MMS (4x10 M) e as diferentes concentracdes do veneno de vespa, por 3 horas;
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- tratamento simultaneo com incubac&o (TSI): o MMS (4x102 M) foi incubado
previamente, durante 1 hora a 37° C com os venenos de vespa e, apés este periodo
de incubacéo, as células foram expostas a esta mistura, por 3 horas.

Além destes tratamentos, foram também realizados os tratamentos de
controle negativo (CN, 50 uL de PBS) e controle positivo (CP, MMS, 4x107 M).

ApoOs os tempos de tratamento, tanto para avaliacdo de genotoxicidade como
de antigenotoxicidade, as células foram coletadas e, apds a obtencdo da suspenséo
celular, submetidas ao teste de viabilidade celular com Azul de Tripan (Gibco), de
acordo com a metodologia descrita por Salvadori et al. (2003). Para esta avaliagao,
5 uL da suspensao celular foram misturadas com 5 uL de Azul de Tripan, onde
foram contadas 100 células de cada tratamento. As ceélulas coradas em branco
foram consideradas vivas e as em azul mortas.

Apés a contagem da viabilidade celular, 20 pL da suspensao celular foram
misturadas a 120 pL de agarose de baixo ponto de fusédo a 37° C. Em seguida, esta
suspensdao celular foi disposta em uma lamina previamente revestida com agarose
normal e recoberta com laminula. Apés breve periodo de solidificacdo da agarose a
4° C (15 minutos), as laminulas foram removidas e as laminas incubadas em solugdo
de lise (ImL de Triton X-100, 10mL de DMSO e 89 mL de lise estoque — NaCl 2,5 M,
EDTA 100mM, Tris 10mM e ~8g de NaOH, pH=10), no escuro, a 4° C, por no
minimo, 1 hora. Apos a lise, as laminas foram transferidas para uma cuba de
eletroforese e recobertas com tampéao alcalino (NaOH 300 mM+EDTA 1 mM, pH>13)
e deixadas ai por 20 minutos para estabilizacdo. ApoOs este periodo, foram
submetidas a uma eletroforese a 39V, 300 mA (~ 0,8V/cm), por 20 minutos.
Decorrido este tempo de eletroforese, as laminas foram retiradas e neutralizadas em
tampéo Tris (pH 7,5) e fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e armazenadas a
4° C, até a realizagdo das analises. As laminas foram coradas com 50 pL de solugdo
de GelRed® (15 uL de GelRed 10.000X em agua, 5 mL de NaCla 1 M e 45 mL de
dgua destilada) e analisadas imediatamente apdés a sua coloracdo. Foram
analisados 100 nucledides por lamina em microscopia de epifluorescéncia Leica,
aumento de 400x, filtro B - 3* (excitacdo: i=420 nm-490 nm, barreira: 1=520 nm),
totalizando 600 nucledides por tratamento. Os nucledides foram classificados
visualmente e alocados em uma das quatro classes (0, 1, 2, 3) de acordo com a
migracdo dos fragmentos como segue: classe 0, sem cauda; classe 1, cauda

pequena com tamanho menor que o didametro da cabeca (nucleo); classe 2, tamanho
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da cauda igual ao diametro da cabeca ou até duas vezes o diametro da cabeca e
classe 3, cauda maior que o diametro da cabeca (Rigonato et al., 2005).

O escore total foi obtido pela multiplicagdo do niumero de células em cada
classe pelo dano da classe, de acordo com a férmula: Escore total = (0 x ny) + (1 x
ny) + (2 x n3g) + (3 x n3g), onde n = nimero de células em cada classe analisada.
Deste modo, o escore total pode variar entre 0 a 300. A analise de significancia dos
resultados foi feita pelo teste estatistico paramétrico ANOVA (1 critério), seguido

pelo teste de comparacdo de Dunnet (p<0,05).

2.2.3. Ensaio do micronucleo com bloqueio da citocinese

O ensaio do micronucleo com bloqueio da citocinese (CBMN), utilizado para
se avaliar a mutagenicidade e antimutagenicidade de diferentes concentracfes do
veneno de vespa, foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Natarajan e
Darroudi (1991), com algumas modificagoes.

Tanto para o ensaio de mutagenicidade como para o de antimutagenicidade,
5x10° células foram semeadas em frascos de cultura de 25 cm?. Os frascos foram
incubados por 24 horas em estufa a 37° C, 5% CO, em atmosfera Umida, para um
periodo de estabilizacdo. Passado este tempo, foram realizadas duas avaliacdes: de
mutagenicidade, onde as células foram expostas, por 3 horas, a diferentes
concentracfes do veneno de vespa; e de antimutagenicidade, realizadas por meio
de 4 diferentes tipos de tratamento, conforme ja descritos para o ensaio do cometa.

Apds os tempos de tratamento, tanto para avaliacdo de mutagenicidade como
de antimutagenicidade, as células foram lavadas com PBS. O meio foi trocado e foi
adicionada citocalasina B (concentracdo final de 3 pg/mL). As células foram entdo
incubadas por mais 28 horas, coletadas, tratadas com solugc&o hipotonica (citrato de
sédio 1%) e fixadas com formol (40%) e etanol-acido acético (3:1). As laminas foram
coradas com Giemsa 5% por 8 minutos.

Foram contadas 2.000 células binucleadas por réplica, sendo contabilizados
0s micronucleos, pontes nucleoplasmicas e brotos nucleares (Fenech e Crott, 2002).
A analise de significancia dos resultados foi feita pelo teste estatistico paramétrico

ANOVA (1 critério), seguido pelo teste de comparacéo de Dunnet (p<0.05).
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3. Resultados
3.1. Ensaio do MTT

O teste do MTT € um ensaio de citotoxicidade em que se mede a viabilidade
celular. Este teste se baseia na habilidade de células viaveis conseguirem converter
o sal MTT (Thyazolyl Blue Tetrazolium Bromide). Este sal é soluvel em agua e é
convertido, por células viaveis, em um sal insoltuvel de coloracdo roxa. Este produto
nao consegue atravessar as membranas celulares de células viaveis, acumulando-
se em seu interior (Fotakis e Timbrell, 2006).

Neste traballho foram testadas as concentracdes de 160 pg/mL, 80 pug/mL, 40
png/mL, 20 pg/mL, 10 pg/mL, 5 ug/mL, 1 pug/mL do veneno da vespa P. paulista. Os

resultados obtidos para o ensaio do MTT estéo apresentados na Tabela 1, Figura 1.

Tabela 1. Viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico do MTT, realizado com
células HepG2 expostas a diferentes concentracdes do veneno da

vespa P. paulista.

Tratamentos Viabilidade%(médiatDP)
NC 100+0,020

PC 14,140,002

160 pg/mL 34,2+0,075*

80 pg/mL 54,2+0,048*

40 pg/mL 72,7+0,035*

20 pg/mL 77,2+0,028*

10 pg/mL 89,4+0,008

5 pg/mL 98,7+0,031

1 pg/mL 99,4+0,04

DP= desvio padrdo; CN=controle negativo; CP=controle positivo. Valores seguidos de *sdo estatisticamente
significtivos com relacdo ao controle negativo (ANOVA/Dunnet, p<0.05).



Artigo 1 43

Figura 1. Viabilidade (%) de células HepG2 expostas a diferentes

concentracfes de veneno da vespa P. paulista.

CN=controle negativo; CP=controle positivo; 160 pug/mL, 80 ug/mL, 40 pg/mL , 20 pg/mL , 10 pug/mL, 5
pg/mL, 1 pg/mL=concentra¢fes testadas do veneno de P. paulista.

Pelos resultados obtidos, observou-se que as concentracdes de 10 pg/mL, 5
png/mL e 1 pg/mL ndo se mostraram estatisticamente diferentes do controle negativo.
Desse modo, pode-se inferir que estas concentracdes ndo foram citotoxicas para as
células expostas, apés o periodo de 3 horas de exposicdo. As demais
concentracbfes se mostraram significativas com relacdo ao controle negativo,
indicando citotoxicidade e, portanto, ndo indicadas para 0 uso nos testes de
genotoxicidade e mutagenicidade, uma vez que para a realizagdo destes testes as

células expostas precisam ter viabilidade igual ou superior a 80%.

3.2. Ensaio do cometa

Pelos resultados obtidos com o ensaio do MTT, foram selecionadas, para a
realizagdo da avaliagdo inicial da genotoxicidade do veneno de vespa, as
concentracbes de 1, 5 e 10 pg/mL desta substancia. Os resultados estao
apresentados na Tabela 2. Como estas concentracdes se mostraram genotoxicas,
foram testadas novas concentra¢gfes, para se encontrar concentracfes que nao
induzissem danos genotéxicos (0,5 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,05 pg/mL, 0,01 pg/mL, 1
ng/mL, 100 pg/mL e 10 pg/mL).
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Tabela 2. Ensaio do cometa com células HepG2 expostas a diferentes

concentragdes do veneno da vespa P. paulista.

NUmero de células em cada classe do cometa

Tratamentos Categorias de migragéo (Média+DP) Escore de Viabilidade
0 1 2 3 dano celular %
(Média+DP) (Média+DP)
CN 93,6+1,53 1+1 2,33+0,57 310 14+1 96+0,016
CP 0,33+0,58 3,67+1,15 6,33#1,15 89,67+1,53 285,33+2,08* 970,015
10 pg/mL 68,67+3,06 13,67%6,11 4+1 13,67+2,08 62,67+2,52* 96,43+0,004
5 pg/mL 70,67+4,16  4,67+£0,58  4,33x0,58 20,33+3,51 73,33+10,07* 96+0,017
1 pg/mL 76,67+1,53 7,67+0,58 4,67+2,52 11+1 50+3,46* 96,03+-0,02
0,5 pg/mL 80,33+10,07 6,33%x2,89 3,67+2,08 9,67+7,37 42,67+24,54* 95+0,018
0,1pg/mL 89,33+2,52  4,33%x1,15 3,33+2,08 3%l 22+8,54* 95,73+0,021
0,05 pg/mL 89,5+1,38 4,5+0,84 2+1,26 4+0,63 20,5+2,58* 95,180,068
0,01pg/mL 92,5+1,38 1,33+1,21 1,541,044 4,66+1,03  18,33+2,87* 97,17+0,019
1ng/mL 9242 1,33+1,03  2,16+0,75 3,66+0,81  16,6+1,21 98,65+0,005
100 pg/mL 93+1,55 2,33x1,63 1,16+0,41 3,5+1,76 15,16%4,79 98+0,005
10 pg/mL 95,5+1,87 1,83+1,33  0,66x0,51 2,5%1,37 10,66+2,84 99+0,005

CN=controle negativo, CP=controle positivo, DP=desvio padréo. Escore de dano: 0 = sem dano; 300
= dano maximo; * = estatisticamente significativo com relagdo ao controle negativo (ANOVA/Dunnet,
p<0,05).

Pelos resultados obtidos, foi observado que as concentragdes de 1ng/mL, 100
pg/mL e 10 pg/mL ndo foram estatisticamente significativas, em relacdo ao controle
negativo. Deste modo, estas trés concentracdes foram selecionadas para serem
utilizadas nas avaliacdes do potencial antigenotoxico do veneno da vespa. Os dados

referentes a avaliacao antigenotoxica estdo na Tabela 3.
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Tabela 3. Ensaio do cometa com células HepG2 expostas

tratamentos com veneno da vespa P. paulista.

a diferentes

Namero de células em cada classe do cometa

Tratamentos Categorias de migracdo (Média+DP) Escore de Viabilidade
0 1 2 3 dano celular %
(Média+DP) (Média+DP)
CN 93,6+1,53 1+1 2,33+0,57 3+0 14+1 96+0,016
CP 0,33+0,58 3,67+1,15 6,33+1,15 89,67+1,53 285,33+£2,08* 97+0,015
1ng/mL PT 0+0 0+0 0+0 100+0 300+0* 9738+0,006
PosT 0+0 4,5+3,5 6,5+5,85 89+9,25 281,5+18,47* 98,47+0,016
TS 0+0 0+0 0+0 100+0 300+0* 96,63+0,009
TSI 0+0 0,16+0,4 141,09 98,83+1,17  298,66+1,36* 88,93+0,049
100 PT 0+0 0+0 0,83+1,32  99,16+1,33  299,16+1,33* 95,87+0,034
pg/mL PosT 0,16+0,4 243,34 1,5+1,97 96,3345,08 294+8,22* 97,170,011
TS  0,33+0,81 0+0 0,16+0,41 99,5+0,83 298,83+2,4* 95,33+0,019
TSI 0+0 0,83+0,4 2+1,09 97,16+1,17 296,33+7,11* 98,5+0,011
10 pg/mL PT 0,17+0,41 2,33+2,07 6,17+4,54  91,3345,89  288,67+7,63* 97+0,004
PosT 0,33+0,82 16,33+17,18 22,83+19,8 60,50+37,03 243,50+54,88* 96,77+0,036
TS 0,17+0,41 0,17+0,41 1+2,45 98,67+2,8 298,17+3,25* 96,2+0,013
TSI 0+0 0,67+1,21 3,6745,39  95,67+6,35 295+7,38* 95,10+0,013

PT: pré-tratamento, PosT: pds-tratamento, TS: tratamento simultdneo; TSI: tratamento simultaneo

com incubacdo, DP=desvio padrdo. Escore de dano: 0 = sem dano; 300 = dano maximo; *

estatisticamente significativo com relacdo ao controle negativo (ANOVA/Dunnet, p<0,05).

Pelos resultados observados, nenhuma das concentracfes testadas (1ng/mL,
100pg/mL e 10pg/mL) foi efetivamente capaz de diminuir e/ou inibir a acéo

genotdxica do MMS.

3.3. Teste do MN com bloqueio da citocinese (CBMN)

As mesmas concentracdes usadas no ensaio do cometa foram também
usadas para se avaliar a mutagenicidade do veneno da vespa (10 pg/mL, 5 ug/mL, 1
pug/mL e 10 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,1 pg/mL, 0,05 pg/mL, 0,01 pg/mL, 1 ng/mL, 100
pg/mL e 10 pg/mL). Os resultados estdo representados na tabela 4.
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Tabela 4. Teste do micronucleo com bloqueio da citocinese, realizado com

células HepG2 expostas a diferentes concentracdes do veneno da

vespa P. paulista.

Tratamentos MN (MédiatDP) Broto Ponte
(MédiatDP) (MédiatDP)

NC 22+1 9+1,73 0,66+0,57
PC 57,33+2,51* 18,66+1,15* 00
10 pg/mL 87+2,64* 41+4,35* 1,33+0,57
5 pg/mL 89,66+6,43* 48+6,08* 2,33+1,52
1 pg/mL 73,3348,32* 30,66+9,23* 2+1,7
0,5 pg/mL 47,33+3,05* 26+3,46* 00
0,1 pg/mL 42,66+6,11* 18,66+2,31* 1,33+1,15
0,05 pg/mL 43,33+4,16* 22,66+2,30* 0,66+1,15
0,01 pg/mL 37,33+1,15* 19,33+1,15* 0,66+1,15
1 ng/mL 24,33+3,78 13+1 3+1,73
100 pg/mL 23,33+1,52 15,66+3,05 3+1,57
10 pg/mL 22+1 1412 2,66+1,15

CN=controle negativo; CP=controle positivo; MN=micronicleo; DP=desvio padrao, *= estatisticamente
significativo com relacdo ao controle negativo (ANOVA/Dunnet, p<0,05).

Assim como para os danos genotoxicos, as concentragdes de 1 ng/mL, 100
pg/mL e 10 pg/mL nédo foram estatisticamente significativas em relacdo ao controle
negativo. Deste modo, estas trés concentracdes foram selecionadas para serem
utilizadas nas avaliacbes do potencial antigemutagénico do veneno da vespa
(Tabela 5)
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Tabela 5. Teste do micronucleo com bloqueio da citocinese, realizado com
células HepG2 expostas a diferentes tratamentos com veneno da
vespa P. paulista.

Tratamentos MN (MédiatDP) Broto Ponte
(MédiatDP) (MédiatDP)
CN 22+1 9+1,73 0,66+0,57
CP 57,33+2,51* 18,66+1,15* 00
1 ng/mL PT 50,33+5,85* 16+2* 3,66+1,15
PosT 54,66+2,51* 20+1,73* 441,73
TS 48,66+0,57* 15+2,64* 5+1
TSI 42,66+4,93* 14,33+1,52* 2,33+3,21
100pg/mL PT 53,33+0,57* 21+2,64* 3,66+1,52
PosT 55+3,6* 21,66+0,57* 1,66+1,52
TS 61+4,58* 26,3314,04* 8,66+2,3*
TSI 52,33+6,43* 19,66+8,32* 5,66+4,04
10pg/mL  PT 62+10,53* 26,3349,23* 2+1,73
PosT 68+6,24* 26,33+3,78* 1,33+0,57
TS 56,66+15,63* 25,66+5,03* 0+0
TSI 48,33+11,3* 26+6,92* 2,33+1,52

PT: pré-tratamento, PosT: pOs-tratamento, TS: tratamento simultaneo; TSI: tratamento simultaneo
com incubacdo, CN=controle negativo; CP=controle positivo; MN=micronlcleo; DP=desvio
padrdo,* = estatisticamente significativo com relacdo ao controle negativo (ANOVA/Dunnet, p<0,05).
Do mesmo modo que no ensaio de antigenotoxicidade, nenhuma das
concentracdes testadas foi capaz de inibir e/ou diminuir a mutagenicidade induzida

pelo MMS, ndo sendo entdo consideradas como bons agentes antimutagénicos.

4. Discusséao e conclusao

Os venenos de vespas sociais sao ricos em aminas biogénicas, em peptideos
biologicamente ativos e em proteinas (Lorenzi, 2002; Nakajima et al., 1986). Dentre
estas substancias, podemos destacar as fosfolipases, hialuronidases e
mastoparanos.

No presente estudo foi observado que as concentra¢cdes acima de 10 pg/mL
sdo capazes de induzir a morte de células HepG2, sendo a concentracdo de 80

pug/mL capaz de induzir a morte de aproximadamente 50% da células. Ressaltamos,
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portanto, que € muito dificil ocorrer exposicdo a essa concentracdo, uma vez que em
uma Unica ferroada de vespideos podem ser injetado na pele apenas cerca de 20 ug
de veneno. Esta concentracdo pode, segundo Reisman e Livingston (1992), ser
suficiente para desencadear processo de sensibilizacdo em seres humanos. Porém,
pelos nossos estudos ela ndo induziu citotoxicidade para as células expostas.
Nossos resultados mostraram ainda que, embora as concentracfes mais baixas que
17 pg (10 pg/mL, S5pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,1pg/mL, 0,05 pg/mL, 0,01ug/mL)
ndo tenham induzido citotoxicidade para células HepG2, elas apresentaram um
potencial genotéxico e mutagénico para estas células. Essa capacidade pode ter
sido desencadeada em decorréncia da acdo que diversas proteinas presentes no
veneno tém sobre a membrana celular, que podem levar a uma alteracdo na
permeabilidade dessas estruturas celulares. Esta alteracdo na permeabilidade pode
permitir que diversos compostos penetrem na célula e interajam com o DNA,
causando mutacdes.

Dentre as proteinas que sédo capazes de modificar a permeabilidade celular,
estdo as hialuronidases. As hialuronidases sdo glicosidases (El-Safory et al., 2010)
capazes de hidrolisar o acido hialurénico e, assim, digerir parcialmente a matriz
extracelular, potencializando a entrada e, consequentemente, a acao dos demais
componentes do veneno sobre as estruturas celulares (Hoffman, 2006). O &cido
hialurbnico é um polissacarideo de alto peso molecular encontrado na matriz
extracelular, especialmente nos tecidos conjuntivos. Este polissacarideo € conhecido
como um “lubrificante” responsavel pelas propriedades viscoelasticas de tecidos
fluidos e como um agente estabilizador e hidratante de tecidos conjuntivos (El-Safory
et al., 2010). Segundo Wahby et al. (2012), a hialuronidase aumenta a
permeabilidade da membrana das células e causa uma reducao na viscosidade dos
fluidos injetados nos tecidos

Outra proteina que pode estar relacionada com a mutagenicidade do veneno
de vespa é a fosfolipase. As fosfolipases séo proteinas que também tém acédo sobre
a dupla camada lipidica das células, por desestruturar os fosfolipideos das
membranas bioldgicas, uma vez que podem catalisar a hidrélise de ligacbes ester
em posicles especificas do 1,2-diacil-3,sn-fosfoglicerideo, liberando acidos graxos
(Santos et al., 2007). De acordo com Aoki et al (2007), algumas fosfolipases A
(fosfolipase A; - PLA;) podem hidrolisar tanto fosfolipideos como triacilgliceréis, bem

como galactolipideos. Mas também existem algumas PLA; que hidrolisam somente
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fosfatidilserina e acido fosfatidico. A denaturacdo dos fosfolipideos leva a formacao
de poros nas membranas, permitido uma entrada mais facilitada de outros
componentes para as ceélulas, levando a lise celular, inflamag&o e dano aos tecidos
(Dotimas; Hider, 1987). P. paulista apresenta a fosfolipase A; que possui acao
hemolitica direta em eritrécitos (Santos et al., 2007)

Os mastoparanos, principais componentes dos venenos de vespideos (Souza
et al., 2009), parecem promover a formacdo de canais iGnicos nas membranas
lipidicas, levando a lise celular (Li et al., 2000). Estes compostos também aumentam
a permeabilidade da membrana para ions e pequenas moléculas, pela formacao de
poros quando em altas concentragcdes. Segundo Gusovsky et al. (1991), esta acao
se da, provavelmente, pela interacdo dos mastoparanos com a proteina de ligacéo
do nucleotideo guanina, fazendo com que haja um colapso do fosfoinositol. Além
disso, os mastoparanos podem estimular a atividade da fosfolipase A2 e C (Perianin;
Snyderman, 1989), a mobilizacéo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (Hirata et al.,
2000, 2003), induzir a transicdo da permeabilidade mitocondrial (Pfeiffer et al., 1995)
e a morte celular por necrose e apoptose (Perianin; Snyderman, 1989). Os
mastoparanos séo tetradecapeptideos com carater catidnico e hidrofobicidade
variavel, mas sdo geralmente hidrossollveis, mas quando interagem com as
bicamadas lipidicas ou quando em ambientes anisotrépicos assumem formato
helicoidal anfipatico e possuem como alvo principal a matriz fosfolipidica das
membranas, sendo que a sua interacdo preferencial se da com fosfolipideos
anionicos da membrana (Cabrera et al., 2011). Os mastoparanos apresentam
diversas atividades biologicas como degranulacdo de mastdcitos, liberacdo de
histamina, ativacao de proteinas de ligacdo ao GTP, potencial bactericida e atividade
hemolitica (Cefovsky et al., 2008), além de poder inibir, in vitro, o transporte de
vesiculas do Golgi (Weidman; Winter, 1994)

Venenos de vespideos neotropicais possuem peptideos policatidbnicos, como
polybines, que parecem estar relacionados com a ocorréncia de inflamacéo,
incluindo o processo inicial de lise da membrana celular (Ribeiro et al., 2004).
Segundo um estudo realizado por de Paula et al. (2006), o veneno de P. paulista
causa inflamacédo aguda, mas segundo Ferguson e Laing (2010), este evento pode
levar a uma série de efeitos adversos, inclusive um aumento nas taxas de mutacao

somatica. Além disso, durante o processo inflamatério ha a formagdo de espécies



Artigo 1 50

reativas de oxigénio (ROS), que sdo moléculas altamente reativas e capazes de
interagir e causar danos no material genético das células (Azad et al., 2008).

Em baixas concentracdes, o veneno de P. paulista ndo é capaz de induzir, por
si s6, danos no material genético, mas, quando uma substancia com potencial
genotoxico e mutagénico € administrada junto com o veneno, as substancias
presentes no veneno (fosfolipase, hialuronidase e mastoparanos) parecem auxiliar
na entrada do agente agressor, uma vez que conseguem desestruturar a membrana
celular e, consequentemente, permitir a entrada de xenobidticos para a célula.
Apesar de diversas substancias, como por exemplo a Polybia-MPI apresentarem
atividade anti-tumoral (Wang et al., 2008, 2009), € preciso cuidado ao se administrar
substancias derivadas do veneno e o préprio veneno de P. paulista no tratamento de
cancer, uma vez que foi observado neste trabalho que em baixissimas
concentracbes o veneno da vespa ndo apresenta potencial citotoxico, mas pode
induzir genotoxicidade e mutagenicidade.
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