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RESUMO

estudo da composicdo e dos efeitos do veneno de abelha tém revelado efeitos

farmacoldgicos, terapéuticos e antimicrobianos e estimulou a analise de seus

constituintes de maneira isolada. Melitina, o principal componente da apitoxina, foi
avaliada quanto a sua toxicidade frente a diferentes linhagens celulares. Para tanto, células
MDBK, MDCK, CRFK, RK13 e Vero foram cultivadas e submetidas a exposicdo com melitina
em concentracdes que variaram de 1 a 10 pg/mlL para obtencdo das concentracbes
citotoxicas para 50% e 90% dos cultivos celulares (CCsq e CCqp, respectivamente) através da
avaliacdo de viabilidade celular pelo ensaio de reducdo do MTT. Cultivos foram preparados e
tratados com as CCsg e CCqo € permaneceram expostos por diferentes periodos quando
novamente tiveram sua viabilidade celular avaliada pelo mesmo método. As CCsy e CCq
(ug/mL) foram, respectivamente: MDBK (2,3 e 2,7), MDCK (2,8 e 3,2), CRFK (3,3 e 3,7), RK13
(4,1 e 4,7) e Vero (3,7 e 4,2). As células CRFK e Vero mostraram-se mais resistentes aos 5
minutos de exposicdo, visto que, na CCso de melitina, apresentaram a mesma viabilidade
celular em relagao ao controle de células. Nos demais periodos avaliados, a viabilidade
celular de todas as linhagens apresentou-se inferior ao controle de células (p<0,05),
diminuindo a viabilidade em funcdo do aumento do tempo de exposicdo e da concentracao.
Concluiu-se que a melitina apresentou toxicidade frente as linhagens celulares estudadas,
dependente do tempo e da concentracao.

Palavras-chave: Viabilidade celular. Apitoxina. MTT.
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INTRODUCAO

A maioria das substancias organicas conhecidas é proveniente da natureza, seja do reino
vegetal, animal ou mineral. Atualmente, com as técnicas disponiveis, seria impossivel a
mensuracdo da variedade e da complexidade das micromoléculas que constituem os
metabdlitos secundarios de organismos do reino animal ou vegetal. Esta enorme diversidade
é consequéncia direta de milhdes de anos de evolucdo dos organismos, o que levou a um
elevado numero de formas de protecdo e resisténcia as intempéries do clima, poluicdo e

predadores (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Algumas espécies de abelhas sdo capazes de produzir e injetar apitoxina na defesa de sua
colmeia. Esta apitoxina é o prdprio veneno, que é composto por um complexo Unico de
componentes e secretado por uma glandula especializada existente nas abelhas operarias,
sendo armazenado em uma vesicula até o momento de sua aplicacdo, mediante ferroada
(BENTON et al, 1963). E uma mistura complexa de compostos nitrogenados, que
correspondem a mais de 90% de seu peso seco, contendo diversos componentes
biologicamente ativos, incluindo enzimas, peptideos e aminas biogénicas, que conferem
uma ampla variedade de propriedades farmacolédgicas, como ag¢des anti-inflamatdrias,
antivirais e antitumorais (DE ABREU et al., 2010; GLATTLI et al., 2006; MULLER et al., 1997;
TERWILLIGER; EISENBERG, 1982).

Os estudos sobre a composicdo e o modo de acdo do veneno de abelhas meliferas se
intensificaram a partir da década de 1950. Trés classes de componentes protéicos sao
responsaveis pela toxicidade do veneno: enzimas (fosfolipase A2 e hialuronidase), grandes
peptideos (melitina, apamina e peptideo degranulador de mastdcitos) e pequenas moléculas
(peptideos e aminas biogénicas), que possuem atividades alérgicas e farmacoldgicas

(CARDOSO et al., 2003).

A melitina é um conhecido peptideo téxico, solivel em dgua, presente no veneno de abelhas
meliferas, compreendendo aproximadamente 50% de seu peso seco (CRUZ-LANDIM;
ABDALLA, 2002; HABBERMAN, 1972). Com apenas 26 aminoacidos em sua conformacao, é a
toxina mais ativa do veneno e, quando armazenada na vesicula especifica, arranja-se de

forma tetramérica diminuindo sua toxicidade (CARDOSO et al., 2003). Entretanto, quando o
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veneno é liberado, dissocia-se e, individualmente, sua forma monomérica passa a ter uma
alta toxicidade. Ainda, quando associada a fosfolipase A2, também presente na apitoxina,
tem sua acdo amplificada e modula a acdo das fosfolipases, aumentando suas aces

cataliticas (CARDOSO et al., 2003; KOUMANOV et al., 2003).

A melitina, embora possua atividades antibacteriana, antifungica, antiviral, anti-inflamatéria
e antitumoral (BROWN et al., 1980; GLATTLI et al., 2006; HABERMANN, 1972; TERWILLIGER;
EISENBERG, 1982), possui também rdpida acdo citolitica, desestabilizando membranas
celulares e liberando conteldo citoplasmatico de diversos tipos celulares (DEMPSEY, 1990).
A atividade hemolitica da melitina é seu efeito biolégico mais caracteristico, usado para
identificacdo do peptideo em fracdes de veneno (TOSTESON el al.,, 1985), e a capacidade
litica ndo se restringe as células animais, uma vez que apresenta capacidade antibacteriana e

antifungica (ASHTHANA et al., 2004).

O Cddigo de Nuremberg estabelece que antes de administrar qualquer novo farmaco ao ser
humano, deve-se conhecer: composicdo quimica, método de preparacdo e grau de pureza;
testes de toxicidade in vitro e in vivo em diferentes espécies animais; analise patoldgica em
diversos drgdos animais; absorgdo, excre¢dao e concentragdao nos tecidos, bem como se
ocorre interacdo com outros medicamentos e alimentos (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008;
LIMA et al., 2003). Ja os comités de ética e experimentacdo animal também aconselham
testes in vitro antes da utilizacdo em animais, visando o bem-estar e diminuindo o nimero
de animais em experimentacdo. Dessa forma, este estudo objetivou avaliar a citotoxicidade
da melitina purificada de veneno de abelha em cinco diferentes linhagens celulares
provenientes de animais: Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK, células renais de bovino),
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK, células renais de canino), Crandell Rees Feline kidney
(CRFK, células renais de felino), Rabit Kidney (RK13, células renais de coelho) e African Green

Monkey Kidney (Vero, células renais de macaco verde africano).
MATERIAL E METODOS
Material

A melitina foi adquirida comercialmente (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO) com pureza de

85% e dissolvida utilizando tampao salina-fosfato estéril pH 7,2 (PBS) como diluente, sendo
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estocada na concentracdo de 1 mg/mL em aliquotas de 50 pL sob temperatura inferior a -70
°C. As diferentes concentra¢des dos compostos utilizados nos experimentos foram realizadas
diluindo o produto em Meio Essencial Minimo (E-MEM, Sigma-Aldrich® Corp., St. Louis, MO)
suplementado com antibidticos: penicilina (Sigma-Aldrich®, USA), estreptomicina (Vetec®,

Brasil), enrofloxacina (Bayer®, Brasil) e anfotericina B (Cristalia®, Brasil).

Células MDBK, MDCK, CRFK, RK13 e Vero foram adquiridas do banco de células do
Laboratério de Virologia e Imunologia da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal
de Pelotas e permaneceram em ampolas estocadas em nitrogénio liquido até o momento do
uso. Meio E-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco®, Grand Island,
NY) foi utilizado para o cultivo celular em microplacas de poliestireno com 96 cavidades de
fundo chato (KASVI®, Brasil). Dimetilsulfoxido (DMSO) e reagente MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-
2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo) para testes de viabilidade celular também foram

adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich® Corp., St. Louis, MO).
Cultura de células

As linhagens celulares foram descongeladas e cultivadas em garrafas de cultivo celular
contendo E-MEM suplementado com SFB, hermeticamente fechadas e mantidas em estufa
sob temperatura de 37 °C. Para o cultivo celular em microplacas, células em fase exponencial
de crescimento foram diluidas em E-MEM suplementado com 10% de SFB até alcangar a
concentragio de 3x10* células/mL e transferidas para microplacas com 96 cavidades (100
uL/cavidade). Apds 24 horas em estufa imida 37 °C com 5% de CO; e confluéncia do tapete
celular aproximada de 80%, os cultivos estavam prontos para os experimentos. As células

utilizadas em todas as etapas encontravam-se em fase exponencial de crescimento.
Ensaios de citotoxicidade

Apds crescimento celular, o meio foi cuidadosamente aspirado e melitina foi acrescida aos
pocos (100 plL/pocgo) nas diferentes concentracdes (1 a 10 pug/mL). As placas permaneceram
novamente em estufa umida por 24 horas. Como controles foram utilizadas células das cinco
linhagens, mantidas em E-MEM suplementado, sem nenhum tipo de tratamento. O ensaio
de reducdo do MTT foi utilizado para determinacdo da viabilidade celular apds os

tratamentos, segundo Mosmann (1983), com pequenas modificacdes.
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Apds a incubacdo com os tratamentos, o sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e foram
transferidos 50 pL/pogo de solugdo MTT a 1 mg/mL e as placas novamente foram incubadas
sob as mesmas condicdes por 4 horas. Apds, o sobrenadante foi removido e transferidos 100
uL/pogo de dimetilsulféxido para solubilizagdo dos sais de formazan gerados. Depois de 15
minutos de agitacdo constante as placas foram submetidas a espectrofotometria e as
absorbancias foram calculadas sob comprimento de onda de 492 nm. As porcentagens de
viabilidade celular foram calculadas através da formula AT/AC x 100, onde AT e AC indicam,
respectivamente, a absorbancia obtida dos pocos com células tratadas e absorbancia obtida
nos pogos com células controle. A Concentragdo citotoxica para 50% e 90% dos cultivos
celulares (CCso e CCqo, respectivamente) foi calculada pela férmula de Reed e Muench

(1938). Os testes foram realizados com dez repeticdes.

Apds a obtencado das CCsp e CCqp de melitina perante as linhagens celulares estudadas, novas
microplacas foram utilizadas para cultivo celular nas mesmas condi¢cdes anteriormente
descritas e, apds confluéncia do tapete celular e retirada do meio dos pocos, 100 pL das CCsq
e CCyo de melitina para cada célula foram transferidos em sextuplicata sobre os tapetes
celulares. Esses tratamentos mantiveram-se em contato com as células por 5, 10, 15
minutos, uma e duas horas. Apds esses periodos, as placas foram submetidas ao ensaio de

reducdo do MTT para avaliar a viabilidade celular.

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica por meio de andlise de variancia com

comparagado entre médias através do teste LSD e adotou-se um nivel de significancia de 95%.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As CCsg e CCyg de melitina, para as linhagens celulares estudadas, encontram-se dispostas na
Tabela 1. Ao microscopio Optico invertido, as células apresentaram-se com tamanho
reduzido e aspecto arredondado, com posterior perda de aderéncia. A intensidade desses
sinais foi proporcional a concentracdo de melitina utilizada. Nas concentragdes mais
elevadas de melitina (acima de 7 pg/mL), gradativamente houve destruicdo de células,

sendo impossivel identifica-las.

As taxas de morte celular encontradas em todas as linhagens celulares tratadas com melitina

apresentaram-se com caracteristicas dose-dependente, concordando com diversos autores
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(CERNE et al., 2013; MAHER; MCCLEAN, 2006, 2008; OWNBY et al., 1997; PRATT et al., 2005;
SU et al., 2001). Conforme esperado, as menores taxas de morte celular foram encontradas
nas menores concentracoes testadas, aumentando gradativamente conforme aumentava a

concentragao de melitina.

Tabela 1 - ConcentragGes citotdxicas 50% e 90%
de melitina em diferentes linhagens celulares.

Melitina (pug/mL)

Linhagem celular

CCso CCqo
MDBK 2,3 2,7
MDCK 2,8 3,2
CRFK 3,3 3,7
RK13 4,1 4,7
Vero 3,7 4,2

Zhou et al. (2013), ao tratarem células HepG2 com melitina, encontraram CCsy de 2,11
pg/mL sob incubacdo de 24 horas e 1,85 pg/mL sob incubagdo de 48 horas, demonstrando
também uma caracteristica tempo-dependente. Esses autores ainda comprovaram a
atividade toxica de melitina dose-tempo-dependente, realizando tratamento das células
com 0,5, 1, 2,5 e 10 pg/mL de melitina e obtiveram taxas de inibi¢cdo do crescimento celular
de, respectivamente, 15,18%, 21,73%, 47,72%, 85,54% e 93,54% quando tratadas por 24
horas e 19,20%, 26,49%, 55,27%, 92,08% e 95,91% quando tratadas por 48 horas.
Entretanto, Hu et al. (2006) ja haviam descrito efeito citotdxico dose-tempo-dependente do
veneno de abelha integro ao usa-lo como tratamento em células e realizar avaliagao através

da reducdo do MTT.

Jo et al. (2012) relataram que a administracdo de veneno de abelha (1-5 pg/mL) e de
melitina (0,5-2 pg/mL) inibiram de modo dose-dependente a proliferacdo de células
cancerosas ovarianas (linhagens SKOV3 e PA-1). Estes autores afirmaram que veneno de
abelha inibiu o crescimento de células SKOV3 com CCso de 1,5 pg/mL e melitina inibiu com
CCso de 3,8 pug/mL. O crescimento de células PA-1 foi inibido com CCso de 1,2 pg/mL de

apitoxina integra e com CCsq de 2,6 pg/mL de melitina isolada de apitoxina.
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A acdo da melitina sobre as células concentra-se sobre as membranas lipidicas, causando
permeabilizacdo, formacgao de poros artificiais, rompimento e lise (LADOKHIN; WHITE, 2001;
LEE et al., 2008; RAGHURAMAN; CHATTOPADHYAY, 2007; ZHANG et al., 2011). A interacdo
de melitina com as membranas fosfolipidicas foi primeiramente descrita por Terwilliger et al.
(1982) e comprovada por diversos autores com os mais variados experimentos (GOMARA et
al., 2003; LEE et al., 2013; WU et al., 2011; YANG et al., 2001). Os mecanismos de atuacdo
propostos sobre as membranas foram denominados "modelo barril" e "modelo carpete". O
primeiro, através de agregados de melitina alinhados perpendicularmente a superficie da
membrana, produz rupturas em formato toroidal (em forma de barril). O "modelo carpete",
cursa com uma grande quantidade do peptideo que se distribui paralelamente na superficie
da membrana e interage eletrostaticamente com as cabecgas dos lipideos, desorganizando a
bicamada lipidica de modo semelhante a um detergente e, dessa forma, causa
permeabilizacdo (BECHINGER, 1999; BENACHIR; LAFLEUR, 1995; GORDON-GROSSMAN et al.,
2009; GORDON-GROSSMAN et al., 2012; OREN; SHAI, 1998).

Lu et al. (2013) estudaram o comportamento dindmico de bicamadas lipidicas quando
interagem com melitina e os resultados demonstraram que apds as interagcdes com a
membrana, hd a liberacdo de lipideos e o rompimento da curvatura natural da bicamada.
Isso leva a uma micelizacdao dos lipideos liberados e, assim, a célula passa a apresentar
aberturas em sua membrana, o que desestabiliza o equilibrio de ions e liquidos e pode

permitir a passagem de moléculas de baixo peso molecular, levando a célula a morte.

Zhou et al. (2013), através de citometria de fluxo, indicaram que células HepG2 tratadas com
0,1, 2 e 5 ug/mL de melitina durante 24 horas apresentaram taxas de apoptose de 0%, 6,5%,
23,7% e 46,6%, respectivamente. O fluoréforo Annexin V conjugado com isotiocianato de
fluoresceina tem afinidade pela fosfatidilserina, um componente fosfolipidico normalmente
encontrado no lado citosélico de membranas celulares (JORISSEN et al, 2001) e, quando uma
célula passa pelo processo de apoptose, a fosfatidilserina ndo estd mais restrita apenas ao
lado interno da membrana e é reconhecida pelo fluoréforo (VERMES et al., 1995). Dessa
forma, comprovou-se o poder da melitina em causar a apoptose celular, porém os mesmos

autores encontraram taxas de necrose, quando a membrana nuclear também é rompida e

107




ISSN: 2318 356X SCIENCEANDANIMALHEALTH V.4 N.2 MAIO/AGO 2016 P. 101-116

Faculdade de Vet # Programa de Po: L em Veterinaria da Federal de Pelotas

iodeto de propideo se liga ao material genético. Portanto sugere-se que em etapas iniciais
da acdo da melitina sobre as células, apoptose seja detectada e, em etapas posteriores em
funcdo do tempo de exposicdo, seja detectada necrose celular. Entretanto, andlise de
viabilidade celular pelo método da reducdo do MTT avalia apenas a funcionalidade
mitocondrial (MOSMANN, 1983) e processos de apoptose podem estar em andamento e nao

sdo observados.
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Diferenca estatistica entre os tempos de exposi¢do a CC50 e CC90 de melitina com o controle de células sem
tratamento através do teste LSD. *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Figura 1 - Viabilidade de linhagens celulares submetidas ao tratamento com as concentragdes citotdxicas 50%
e 90% (CC50 e CC90) de melitina em fun¢do do tempo de exposigdo. A: células MDBK, B: células MDCK, C:
células CRFK, D: células RK13, E: células Vero.
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A Figura 1 ilustra as taxas de viabilidade celular das linhagens estudadas frente ao
tratamento com suas respectivas CCsg e CCqo de melitina em fun¢do do tempo de exposicao.
Ficam claros os efeitos téxicos dose e tempo dependentes de melitina jd expostos por
outros autores em diferentes linhagens celulares (JO et al., 2012; MAHER; MCCLEAN, 2006,
2008; ZHOU et al., 2013). Células MDBK expostas por 5 minutos com CCso de melitina
apresentaram 87,65% * 3,03% (p<0,01) de viabilidade celular quando comparadas ao
controle, e as 2 horas de exposigdo com CCyy apresentaram apenas 37,51% + 3,08%
(p<0,001) de viabilidade. Células MDCK submetidas a 15 minutos de exposicdo com CCsq de
melitina apresentaram 70,24% + 10,09% (p<0,001) de viabilidade. Células CRFK aos
primeiros 5 minutos de exposicdo sob CCsog de melitina apresentaram 98,57% + 4,84%
(p>0,05) de viabilidade em relagdao ao controle, porém as 2 horas de exposicao frente a CCq
de melitina apresentaram apenas 24,64% + 1,62% (p<0,001) de viabilidade celular. Células
RK13 com apenas 5 minutos de exposicdao a melitina sob sua CCso apresentaram 81,77% +
9,1% (p<0,01) de viabilidade e aos 15 minutos ja apresentavam viabilidade de 64,59% *
3,3% (p<0,001). Ja células Vero atingiram 50,18% * 6,04% (p<0,001) de viabilidade com 2

horas de exposi¢ao a CCso de melitina.

As doses utilizadas em nosso experimento ndo permitiram a morte total dos cultivos
celulares (CCsp e CCqp), porém a rapida acao citolitica foi notada. Esta rdpida acao citotéxica
de melitina foi corroborada por diversos autores que realizaram estudos em diversos
cultivos celulares (CERNE et al., 2013; LO et al., 1997; PRATT et al., 2005; SU et al., 2001;
WESTON; RAISON, 1998). Estudos através de microscopia fluorescente demonstraram que
linfécitos ovinos e humanos apresentaram permeabilidade da membrana celular em

segundos de exposicao a melitina em doses que variaram de 4,37 a 35 uM (SU et al., 2001).

Cerne et al. (2013), ao tratarem células endoteliais humanas com 10 pug/mL de melitina,
constataram que em apenas 5 minutos de exposicao, a viabilidade do cultivo celular foi
reduzida a 40,3% + 3,5% (p<0,001), aos 15 minutos a viabilidade foi de pouco mais de 20% e
com 60 minutos de exposicao a melitina, ndo foram observadas células vidveis através da
técnica de coloragdo com azul de tripan. A concentracdo utilizada por esses autores deveu-

se a experimentos prévios, em que concentracées de melitina superiores a 7 pg/mL

109




ISSN: 2318 356X SCIENCEANDANIMALHEALTH V.4 N.2 MAIO/AGO 2016 P. 101-116

Faculdade de Veterinaria e Programa de Pds-Gradugao em Veterindria da Universidade Federal de Pelotas

causaram contracbes na artéria coronaria de suinos (CERNE et al., 2010). Experimentos ja
demonstravam o efeito de melitina sobre células endoteliais de aorta de ratos. Com apenas
5 minutos de exposicdo a melitina (10 pg/mL), essas células sofreram alteracdes ndo
reversiveis (RAPOPORT et al., 1989). Através de microscopia fluorescente, foi verificado que
apo6s 5 minutos de exposicao iniciaram-se os primeiros sinais de alteragdes morfoldgicas nas
células, os quais gradativamente amplificaram-se até a morte de todo cultivo celular
tratado com 10 pg/mL de melitina. Os sinais observados foram encolhimento celular,
células com aspecto arredondado, aparecimento de morfologia granular e de vesiculas

extracelulares ligadas a superficie das membranas externas (CERNE et al, 2013).

Embora a melitina apresente toxicidade celular, o conhecimento dessa caracteristica é
fundamental na pesquisa de suas atividades farmacolégicas e terapéuticas, visando novos

usos para esse peptideo natural.
CONCLUSAO

A melitina, frente as linhagens celulares estudadas, apresentou toxicidade dependente do
tempo e da concentracdo. As células CRFK e Vero, nas concentracoes citotoxicas 50% (CCsp),
com 5 minutos de exposi¢cdao, ndo mostraram diferenca em relagcdo ao controle. Nos demais
periodos e concentragdes, todas as linhagens celulares avaliadas apresentaram viabilidade
celular inferior ao controle de células e a diferenca aumentou conforme o tempo de

exposicao.
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SENSIBILITY OF CELL LINES TO MELITTIN, ISOLATED FROM BEE VENOM

ABSTRACT

pharmacologic, therapeutic and antimicrobial activities and influenced the analysis of

its constituents in an isolated way. Melittin, the major constituent of apitoxin, was
evaluated for its toxicity against different cell lines. MDBK, MDCK, CRFK, RK13 and Vero cells
were cultivated and submitted to treatment with melittin in concentrations ranging from 1
to 10 pg/mL to obtain the cytotoxic concentrations for 50% and 90% of cell cultures (CCs
and CCq, respectively) through the evaluation of cell viability by MTT reduction assay.
Cultures were prepared and treated with the CCso and CCqp for different times and had their
viability evaluated again by the same method. CCsy and CCyo (ug/mL) were, respectively:
MDBK (2.3 and 2.7), MDCK (2.8 and 3.2), CRFK (3.3 and 3.7), RK13 (4.1 and 4.7) and Vero (3.7
and 4.2). CRFK cells were more resistant to the 5 minutes of exposure as the CCso of melittin,
presented the same cell viability of the cell control. In the other periods evaluated, the cell
viability of all cell lines showed to be less than the cell control (p<0.05), reducing their
viability due to the increase of the exposure time and concentration. We conclude that
melittin showed toxicity in the cell lines studied, depending of time and concentration.

The study of the composition and effects of honey bee venom has showed

Keywords: Cell viability. Apitoxin. MTT.

SENSIBILIDAD DE LINEAS CELULARES FRENTE A MELITINA AISLADA DE
VENENO DE ABEJA

RESUMEN

efectos farmacoldgicos, terapéuticos y antimicrobianos, lo que estimulé al analisis de

sus constituyentes en forma aislada. Melitina, el principal constituyente de la
apitoxina, se evalud para su toxicidad frente a las lineas de células diferentes. Para eso, las
células MDBK, MDCK, CRFK, RK13 y Vero fueron cultivadas y sometidas al tratamiento con
melitina en concentraciones entre 1 a 10 mg/mL para obtener las concentraciones
citotéxicas para 50% y 90% de los cultivos celulares (CCso y CCqo, respectivamente) a través
de la evaluacion de la viabilidad celular por el ensayo de reduccion de MTT. Se prepararon
nuevos cultivos y fueron tratados con el CCso y CCqp, y Se expusieron por diferentes periodos
de tiempo y se evalud de nuevo su viabilidad por el mismo método. La CCso y CCqg (pg/mL)
fueron, respectivamente: MDBK (2,3 e 2,7), MDCK (2,8 e 3,2), CRFK (3,3 e 3,7), RK13 (4,1 e
4,7) y Vero (3,7 e 4,2). Las células CRFK y Vero mostraron ser mas resistentes a los 5 minutos
de exposicion, siendo que en la CCsq de la melitina, presentaron la misma variabilidad celular
en relacion al control de las células. En los otros periodos evaluados, la viabilidad de todas

EI estudio de la composicion y efectos del veneno de abeja de la miel ha mostrado
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las lineas celulares mostrd ser inferior al control de células (p<0,05), reduciendo su viabilidad
en funcién del aumento del tiempo de exposicién y la concentracién. Se concluye que la
melitina presentd toxicidad frente a las lineas celulares estudiadas, dependiente del tiempo
y la concentracién.

Palabras clave: Viabilidad celular. Apitoxina. MTT.
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