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palavras-chave

resumo

Melanoma, A375, MNT-1, Veneno de vespa, Polybia dimorpha, Chartergellus
communis, Prolistarina, Chartergellus-CP1, Potencial antitumoral.

O melanoma é o tipo de cancro da pele mais agressivo e mortal, com uma
incidéncia cada vez maior em populagfes caucasianas. A baixa eficiéncia
terapéutica e a resisténcia do melanoma aos tratamentos convencionais indica
a necessidade de investigar novas abordagens terapéuticas. Os venenos
derivados de animais sdo misturas complexas de compostos bioativos, alguns
dos quais com potencial terapéutico para o cancro. Por isso, 0 objetivo desta
dissertacao foi investigar o potencial antitumoral de dois péptidos, Prolistarina
bioinspirado num péptido proveniente do veneno da vespa Polybia dimorpha e
Chartergellus-CP1 isolado do veneno da vespa Chartergellus communis, em
linhas celulares de melanoma humano A375 (amelanético) e MNT-1
(pigmentado). As células foram tratadas com diferentes concentracdes de
Prolistarina e Chartergellus-CP1 durante 24 e 48 horas e as suas viabilidades
foram avaliadas. O péptido Prolistarina revelou-se pouco citotdxico, pelo que
foi excluido nos ensaios seguintes. Contudo, Chartergellus-CP1 apresentou
citotoxicidade em ambas as células, diminuindo significativamente a viabilidade
celular, porém ndo em todas as concentracdes testadas, indicando que o efeito
depende da concentracdo do péptido. A dinamica do ciclo celular, a produgéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a morte celular por apoptose foram
analisadas por citometria de fluxo apds a exposi¢céo, durante 24 horas, a ICxo €
ICs0 de Chartergellus-CP1. Os resultados mostraram que o tratamento com a
ICs0 causou a paragem do ciclo celular em fase G2/M nas células A375, levou
a um aumento nao significativo dos niveis de ROS intracelulares e induziu
apoptose inicial nas células A375 e MNT-1. Estes resultados mostram, pela
primeira vez, que o péptido Chartergellus-CP1 possui potencial antitumoral em
linhas celulares de melanoma humano.
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abstract

Melanoma, A375, MNT-1, Wasp venom, Polybia dimorpha, Chartergellus
communis, Prolistarin, Chartergellus-CP1, Antitumor potential.

Melanoma is the most aggressive and deadly type of skin cancer, with an
increasing incidence in Caucasian populations. The low therapeutic efficiency
and resistance of melanoma to conventional treatments indicates the need to
investigate new therapeutic approaches. Animal-derived venoms are complex
mixtures of bioactive compounds, some of which have therapeutic potential
against cancer. Therefore, the aim of this dissertation was to investigate the
antitumor potential of two peptides, Prolistarin bioinspired peptide from the
venom of the wasp Polybia dimorpha and Chartergellus-CP1 isolated from the
venom of the wasp Chartergellus communis, in human melanoma cell lines
A375 (amelanotic) and MNT-1 (pigmented). Cells were treated with different
concentrations of Prolistarin and Chartergellus-CP1 for 24 and 48 hours and
their viability was evaluated. The Prolistarin peptide showed low cytotoxic
effect, thus it was excluded in the following assays. However, Chartergellus-
CP1 showed cytotoxicity in both cell lines, significantly decreasing cell viability,
but not for all concentrations tested, indicating that the effects were dose-
dependent. Cell cycle dynamics, production of reactive oxygen species (ROS)
and apoptotic cell death were analysed by flow cytometry after exposure,
during 24 hours, to IC20 and ICso of Chartergellus-CP1. Results showed that
ICso0 treatment caused cell cycle arrest in G2/M phase in A375 cells, led to a
non-significant increase in intracellular ROS levels and induced early apoptosis
in A375 and MNT-1 cells. These findings show, for the first time, that the
Chartergellus-CP1 peptide has antitumor potential in human melanoma cell
lines.
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I. Introducéo

1. Cancro

O cancro carateriza-se pelo crescimento celular descontrolado e disseminacéo de
células anormais, incluindo um vasto grupo de patologias que podem desenvolver-se em
vérios tipos de tecidos (Olaku & Taylor, 2019). E atualmente uma das maiores ameagcas
globais a saude publica constituindo a segunda principal causa de mortalidade, logo a
seguir as doencas cardiovasculares (OECD & European Union, 2018). Segundo dados
divulgados pela plataforma GLOBOCAN, referentes ao ano de 2020, estima-se que, no
mundo inteiro, tenha havido cerca de 19 milhdes de novos casos de cancro e cerca de dez
milhdes de mortes por cancro. A Europa surge a seguir & Asia como o segundo continente
mais afetado pelo cancro, registrando 22,8% do total dos casos e 19,6% das mortes (Sung
et al., 2021).

Existem diversos fatores que aumentam a suscetibilidade de desenvolver cancro,
tais como fatores genéticos, estilo de vida (por exemplo, consumo excessivo de alcool,
tabagismo, dieta inadequada e sedentarismo), exposicdo a radiacdo (por exemplo,
radiagdo ultravioleta [UV] e radiacdo ionizante), agentes infeciosos (por exemplo, bactéria
Helicobacter pylori, virus da imunodeficiéncia humana, virus do herpes humano,
papilomavirus humano e virus da hepatite B), fatores ambientais (por exemplo, exposi¢ao

ao amianto), entre outros (Olaku & Taylor, 2019).

1.1. Carateristicas do cancro

Diversos estudos evidenciaram que a tumorigénese em seres humanos € um
processo constituido por mdltiplas etapas que refletem alteragbes genéticas que
impulsionam a transformac@o progressiva de ceélulas normais em células malignas
(Hanahan & Weinberg, 2000).

Assim, Hanahan & Weinberg (2011) publicaram uma revisdo intitulada por
“Hallmarks of cancer: the next generation”, onde propuseram um conjunto de capacidades
biol6gicas adquiridas pelas células durante a tumorigénese (Figura 1). De salientar que,
estas carateristicas ndo se aplicam a todas as células cancerigenas e também néo séo
obrigatoriamente expressas continuamente pelas células (Floor et al., 2012). Além disso,
a progressao do tumor é muito influenciada pelas interac6es das células cancerigenas com
0 microambiente tumoral, ou seja, 0 ambiente que envolve o tumor que inclui, células do
sistema imunolégico, células estromais, vasos sanguineos e matriz extracelular (Anderson
& Simon, 2020; Kolenda et al., 2018).
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Figura 1 - Carateristicas das células cancerigenas (adaptado de Hanahan & Weinberg, 2011).

e Sustentacdo da sinalizacao proliferativa

Os tecidos normais controlam a sintese e libertacdo de sinais promotores de
crescimento para garantir a homeostasia do numero de células, preservando a estrutura e
fung&o dos tecidos. Contrariamente as células normais, em que a sinalizacao proliferativa
€ transitéria, as células cancerigenas podem manter esta sinaliza¢do, permitindo sustentar
a proliferacdo celular cronica e pouco dependente de sinais externos promotores de
crescimento (Giri et al., 2001; Hanahan & Weinberg, 2011, 2017). Este aumento da
capacidade de proliferacdo celular pode dever-se: a producdo dos proprios fatores de
crescimento e respetivos recetores (sinalizagdo autdcrina); a indugdo da producédo de
fatores de crescimento nas células normais do estroma tumoral, para os quais as células
cancerigenas produzem moléculas recetoras especificas (sinalizagdo paracrina); a
sobreexpressdo dos recetores da superficie celular; a modificacdes na estrutura dos
recetores de sinais que facilitam o disparo independente do fator de crescimento; e a
ativacdo constitutiva de componentes envolvidos nas vias de sinalizacdo a jusante das
moléculas recetoras (Bhowmick et al., 2004; Cheng et al., 2008; Hanahan & Weinberg,
2011). Na sustentacdo da sinalizacdo proliferativa pode estar envolvida a alteracdo
mutacional de genes que controlam o crescimento e diferenciacdo celular, denominados
por proto-oncogenes, onde estes genes sdo convertidos em condutores ativos da
proliferagédo celular, denominados por oncogenes (por exemplo, os transdutores de sinal



na via KRAS-RAF-MEK-MAPK a jusante) (Hanahan & Weinberg, 2017; Newkirk et al.,
2017).

e Escape aos supressores de crescimento

As células cancerigenas podem adquirir a capacidade de evitar supressores de
crescimento, 0s quais sdo responsaveis pela regulagdo negativa da proliferacdo celular
(Hanahan & Weinberg, 2011). Os genes supressores de tumor codificam proteinas que
estao envolvidas na regulagéo da divisao celular, reparacdo do acido desoxirribonucleico
(DNA) e inducéao de apoptose (Buckingham & Flaws, 2007). MutagGes que ocorrem em
genes supressores de tumor (por exemplo, o gene da proteina tumoral TP53 [TP53] e 0
gene da proteina associada ao retinoblastoma [RB]) tém geralmente como consequéncia
a perda de fungéo da proteina codificada por estes genes, o que favorece a proliferagéo
celular (Buckingham & Flaws, 2007; Hickman et al., 2002).

e Resisténcia a morte celular

As células cancerigenas podem adquirir a capacidade de resistir a apoptose, uma
forma de morte celular programada, que pode ser desencadeada em resposta a diversos
stresses fisiologicos (tais como, danos no DNA e niveis elevados de sinalizacdo de
oncogenes) gerados ao longo da tumorigénese (Hanahan & Weinberg, 2011). A ativacéao
da apoptose pode acontecer através de dois circuitos principais, a via de sinalizacao
extrinseca que recebe e processa sinais oriundos do exterior da célula que induzem a
morte celular (envolve, por exemplo, o ligante Fas e o seu recetor) e a via de sinalizagéo
intrinseca que capta e integra sinais intracelulares. Ambas as vias culminam com a
ativagdo mutua de proteases conhecidas por caspases e a célula é direcionada para
apoptose na qual sofre modificacdes quer a nivel morfolégico, quer a nivel bioquimico (tais
como, condensacdo da cromatina, formagdo de protrusées na membrana plasmatica,
producdo de espécies reativas de oxigénio [ROS], externalizacdo da fosfatidilserina,
protedlise, fragmentacéo do DNA, entre outros) (Adams & Cory, 2007; Cryns & Yuan, 1998;
Hanahan & Weinberg, 2011). Contudo, as células cancerigenas podem superar este tipo
de defesa celular por meio de diversos mecanismos que incluem: a perda da funcéo
supressora de tumor da proteina TP53; o aumento na expressdo de reguladores
antiapoptéticos (tais como, BCL2 e BCL-XL) ou de sinais de sobrevivéncia (tais como, IGF1
e IGF2); e aregulacao negativa de fatores pré-apoptéticos (tais como, BAX, BIM e PUMA)
(Fernald & Kurokawa, 2013; Hanahan & Weinberg, 2011).



e Potencial replicativo ilimitado

A maior parte das células normais tem um numero limitado de divisdes celulares
que estid associado a senescéncia e morte celular (Hanahan & Weinberg, 2011). A
senescéncia celular esta relacionada com a redugdo progressiva do comprimento de
regides de sequéncias repetitivas de DNA localizadas nos terminais dos cromossomas,
denominadas por telémeros, em cada divisdo celular. Os telomeros tem como principal
funcgédo proteger as extremidades dos cromossomas impedindo a sua degradagao. Quando
os teldmeros atingem um limite critico de comprimento é induzida a senescéncia e as
células perdem a capacidade proliferativa. Todavia, as células cancerigenas podem
superar estas limitacdes adquirindo um potencial replicativo ilimitado, ou seja, a
imortalidade celular. Uma forma disto acontecer é através da regulacdo positiva da
expressdo da telomerase, uma transcriptase reversa que é responsavel pela adicdo de
sequéncias repetitivas de DNA as extremidades do DNA telomérico (Blasco, 2005;
Hanahan & Weinberg, 2011; Haycock et al., 2017; Shay & Wright, 2000, 2011).

¢ Inducdo da angiogénese

As células cancerigenas podem induzir a angiogénese, que em outras palavras, é
0 processo pelo qual novos vasos sanguineos sdo criados a partir de vasos sanguineos
pré-existentes, para suprir as necessidades das células de nutrientes e oxigénio, como
também, remover residuos metabdlicos e CO, (Hanahan & Weinberg, 2011; Loizzi et al.,
2017; Papetti & Herman, 2002). A angiogénese é controlada por um equilibrio entre fatores
antiangiogénicos (por exemplo, TSP-1) e pré-angiogénicos (por exemplo, VEGF e FGF),
isto é, um equilibrio fisiol6gico entre sinais que inibem e induzem o processo,
respetivamente. Durante o desenvolvimento tumoral as vias da angiogénese estdo
normalmente ativadas de uma forma permanente, devido a modificagbes locais no
equilibrio a favor dos indutores angiogénicos (Baeriswyl & Christofori, 2009; Bergers &

Benjamin, 2003; Hanahan & Folkman, 1996; Loizzi et al., 2017; Mundel & Kalluri, 2007).

e Ativacdo da invasao e metastizacao

As células cancerigenas podem invadir os tecidos adjacentes, separar-se da massa
tumoral primaria, podendo através de vasos sanguineos ou linfaticos metastizar, isto é,
migrar para outros tecidos ou 0Orgdos, criando tumores secundarios. A metastizacéo
representa uma das principais complica¢gdes clinicas do cancro, sendo a causa de morte
de muitos pacientes (Ganguly et al., 2013; Lambert et al., 2017). A capacidade de invadir

e metastizar advém de mudancas na adesdo célula a célula/matriz extracelular em



consequéncia de modificacdes nhas células (por exemplo, regulacdo negativa e/ou
inativacdo mutacional de E-caderina, regulacéo positiva de N-caderina e alteragbes na
expressao da integrina) e da ativacao de proteases extracelulares (Berx & Van Roy, 2009;
Cavallaro & Christofori, 2004; Ganguly et al., 2013; Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

¢ Instabilidade gendmica e mutacédo

A instabilidade do genoma e mutacdo sdo um pré-requisito essencial para a
tumorigénese. A instabilidade genomica pode ser descrita como uma tendéncia
progressiva do genoma em adquirir mutacdes (Yao & Dai, 2014). Isto pode acontecer
devido a mutacbes inativadoras ou repressao epigenética de genes responsaveis por
manter a estabilidade do genoma (por exemplo, genes envolvidos na detegéo e reparacao
de danos do DNA e genes que inativam ou intercetam moléculas mutagénicas) (Hanahan
& Weinberg, 2011).

e Promocao de inflamacao tumoral

A inflamacdo é uma resposta do sistema imunoldgico a estimulos adversos (tais
como, agentes patogénicos, células danificadas e compostos toxicos) (Chen et al., 2017).
Contudo, a resposta inflamatéria do organismo no combate e eliminag&o do tumor pode ter
um efeito indesejado, favorecendo a progressdo do mesmo, ao promover a libertacédo de
diversas moléculas bioativas (tais como, fatores de crescimento, fatores de sobrevivéncia,
fatores pro-angiogénicos e enzimas modificadoras da matriz extracelular). Adicionalmente,
podem ser libertadas ROS que sdo altamente mutagénicas (Grivennikov et al., 2010;
Hanahan & Weinberg, 2011; Marelli et al., 2017).

e Reprogramacao do metabolismo energético

As células cancerigenas podem ser capazes de reprogramar o0 seu metabolismo
energeético, de forma a sustentar a proliferacao celular. Em condi¢des aerébicas, as células
normais convertem a glicose em piruvato num processo biol6gico denominado por glicélise
gue ocorre no citosol. Posteriormente, o piruvato passa para as mitocondrias onde é
convertido em CO,. No caso de condi¢cdes anaerbbicas, a glicélise é favorecida e uma
qguantidade reduzida de piruvato € utilizada na mitocondria (Hanahan & Weinberg, 2011).
Warburg observou que certas células cancerigenas, mesmo em condi¢cdes aerébicas,
limitam o seu metabolismo energético predominantemente a glicolise, num fenébmeno
denominado por “glicélise aerdbica” a qual, além da producéo de trifosfato de adenosina

(ATP), é também responsavel pela sintese de varios monomeros que formam



macromoléculas necesséarias para a proliferacdo celular (Hanahan & Weinberg, 2011,
2017; Warburg, 1956). A glicélise € um processo menos eficiente na sintese de ATP
comparativamente com a fosforilacdo oxidativa, pelo que as células cancerigenas
compensam a menor eficiéncia energética aumentando a importacdo de glicose para o
citoplasma, por exemplo, através da regulacdo positiva do transportador de glicose 1
(GLUT1) (DeBerardinis et al., 2008; Hanahan & Weinberg, 2011; Hsu & Sabatini, 2008;
Jones & Thompson, 2009). Formas mutantes de supressores de tumor (tal como, TP53) e
a ativagcédo de oncogenes (tais como, RAS e MYC) estéo relacionadas com o abastecimento
glicolitico (DeBerardinis et al., 2008; Jones & Thompson, 2009). Além disso, a hipoxia
tumoral, bem como a proteina oncogénica RAS, podem aumentar os niveis dos fatores de
transcricdo HIF1A e HIF2A, regulando positivamente a glicolise (Kroemer & Pouyssegur,
2008; Semenza, 2010a, 2010b).

e Escape a destruicdo imunoldgica

O sistema imunolégico é responsavel por identificar, resistir ou erradicar a formacao
e progressao de certos tipos de cancro. No entanto, as células cancerigenas podem reduzir
a sua capacidade de desencadear uma resposta imunolbgica, isto é, a sua
imunogenicidade (Ferris, 2015; Hanahan & Weinberg, 2011). As células cancerigenas
altamente imunogénicas podem escapar a destruicdo imunoldgica por meio de varios
mecanismos que incluem: a secrecéo de fatores imunossupressores (por exemplo, TGFB),
que inativam os linfécitos T citotoxicos infiltrantes e as células natural killer; e o
recrutamento de células inflamatérias imunossupressoras (como, as células T reguladoras
e as células supressoras derivadas de mieloides), que suprimem a atividade dos linfocitos
citotéxicos (Hanahan & Weinberg, 2011; Mougiakakos et al., 2010; Ostrand-Rosenberg &
Sinha, 2009; Shields et al., 2010; Yang et al., 2010).

2. Melanoma

O melanoma é um tipo de cancro que se origina nas células produtoras de melanina
denominadas melandcitos. E a forma mais rara de cancro da pele, porém a mais letal sendo
responsavel por cerca de 80% das mortes por cancro cutaneo. A elevada percentagem de
mortalidade desta doenca deve-se a sua enorme capacidade de metastizacdo (Jerant et
al., 2000; Strickland et al., 2015). A incidéncia do melanoma tem vindo a aumentar de forma
alarmante em populacdes caucasianas ao longo das ultimas cinco décadas (Bélanger et
al., 2014; Leiter & Garbe, 2008). Em todo o mundo, e no ano de 2020, o niumero de novos

casos de melanoma cutaneo foi cerca de 325 mil e o nimero de mortes causadas por



melanoma cutaneo foi cerca de 57 mil (Sung et al., 2021). Este aumento de incidéncia do
melanoma pode ser atribuido a alteracBes no estilo de vida da populacdo e, também, a

deplecdo da camada de ozono (Menezes et al., 2016, 2018).

2.1. Fatores de risco, genes e vias de sinalizacdo

Diversos fatores contribuem para o aparecimento de melanoma, tais como fatores
genéticos, fisiolégicos e comportamentais. Em individuos de pele clara, o risco de
desenvolver melanoma cutaneo € cerca de dez vezes maior, comparativamente aos
individuos de pele mais escura (Rastrelli et al., 2014). O melanoma € frequentemente
diagnosticado em individuos jovens e de meia-idade. A sua incidéncia difere entre os
géneros. Na faixa etéria dos 25 aos 40 anos € mais frequente nas mulheres, mas a partir
dos 75 anos a incidéncia no sexo masculino triplica (Carr et al., 2020; Rastrelli et al., 2014;
Rigel, 2010).

Um fator de risco importante para o desenvolvimento de melanoma € a exposicao
a radiacdo UV. De acordo com o comprimento de onda, 0 espetro eletromagnético de
radiagdo UV subdivide-se em trés regides denominadas por ultravioleta C (UVC),
ultravioleta B (UVB) e ultravioleta A (UVA). A radiagdo UVC, com um comprimento de onda
de 200 a 280 nm, é em grande parte absorvida pela camada de ozono, de tal forma que os
seus efeitos a satde humana séo considerados insignificantes. A radiagdo UVB, com um
comprimento de onda de 280 a 320 nm, é parcialmente absorvida pela camada de ozono
e somente cerca de 5% da radiacao solar UV atinge a superficie terrestre. Ja a radiacédo
UVA, com um comprimento de onda que varia entre 320 e 400 nm, representa cerca de
95% da radiacéo solar UV que atinge a superficie terrestre (Brozyna et al., 2007; Dakup &
Gaddameedhi, 2017; Pattison & Davies, 2006).

A capacidade energética da radiagdo UV € inversamente proporcional ao
comprimento de onda (Dakup & Gaddameedhi, 2017). Portanto, a radiacdo UVA é a menos
energética. Contudo, existe uma relacao diretamente proporcional entre a capacidade de
penetracdo da radiacdo UV na pele e o comprimento de onda (D’Orazio et al., 2013;
Martens et al., 2018). Assim, a radiacdo UVB apresenta um menor poder de penetracdo na
pele do que a radiacdo UVA, sendo que a primeira alcanca a epiderme e a segunda atinge
a derme (Shin, 2020).

A radiacdo UVB interfere diretamente com o DNA, induzindo a producdo de
fotoprodutos de DNA, tais como dimeros de pirimidina ciclobutano (CPDs) e fotoprodutos
6-4 pirimidina-pirimidona (6-4PPs), que sé@o responsaveis por causar grandes distor¢des

na estrutura do DNA, inibindo a progressao das polimerases durante os processos de



transcricdo e replicacdo do DNA (Chigancas et al., 2004; Melnikova & Ananthaswamy,
2005; Mitchell et al., 2003; Rastogi et al., 2010; Seebode et al.,, 2016). Os CPDs sdao
formados por um anel de ciclobutano que surge devido a ligacdes covalentes entre os
atomos de carbono 5 e 6 de duas pirimidinas vizinhas (Pfeifer, 1997). Os 6-4PPs sdo
formados por uma ligacdo covalente que conecta os atomos de carbono 6 e 4 de duas
pirimidinas adjacentes (Pfeifer, 1997).

A radiacdo UVA interage com fotossensibilizadores endégenos levando a producéo
de ROS, que originam quebras de cadeia simples, ligagfes cruzadas entre DNA e proteina,
e modificagbes nas bases do DNA (Melnikova & Ananthaswamy, 2005). Tal como UVB,
UVA também pode induzir a formagao de fotoprodutos de DNA (Runger, 2008).

Apesar de grande parte dos fotoprodutos de DNA ser reparado, através de um
mecanismo denominado por reparagdo por excisdo de nucleétidos, danos nado reparados
podem causar mutacdes (por exemplo, mutacbes de transicdo de citosina para timina)
(Alexandrov et al., 2013; Hayward et al., 2017; Sugiyama & Chen, 2019). Além disso, a
radiacdo UV ao induzir a produgdo de dimeros de pirimidina pode promover a
imunossupressado ao regular positivamente a expressdo da citocina imunossupressora
interleucina-10 (IL10), o que faz com que eleve o risco de desenvolver cancro da pele
(Loser et al., 2007; Nishigori et al., 1996; Nishisgori, 2015).

A presenca de nevos melanociticos também representa um fator de risco para o
desenvolvimento de melanoma. Os nevos melanociticos sao lesdes benignas, constituidas
por aglomerados de melandcitos (Liu & Sheikh, 2014). Os nevos podem estar presentes
desde o nascimento (nevo congénito) ou serem adquiridos mais tarde (nevo adquirido),
sendo que aproximadamente 25% das ocorréncias de melanoma estéo relacionadas com
um nevo pré-existente (Bevona et al., 2003; Rastrelli et al., 2014). Existe uma relagéo direta
entre a contagem geral de nevos e a suscetibilidade de desenvolver melanoma variando
consoante a quantidade, tamanho e tipo de nevo (Grob et al., 1990; Halpern et al., 1991,
Holly et al., 1987; Rastrelli et al., 2014). O risco de desenvolver melanoma € maior quando
existe um nevo displasico ou atipico, caraterizado por apresentar um diametro superior ou
igual a 5 mm, coloragdo variada, forma assimétrica, e bordas irregulares e mal definidas
(Rastrelli et al., 2014).

O risco de melanoma é maior em individuos com histéria familiar e pessoal da
patologia (Ford et al., 1995; Spanogle et al., 2010). A suscetibilidade ao desenvolvimento
de melanoma é maior quando relacionada com: variantes do gene que codifica o recetor 1
de melanocortina (MC1R) que levam a reducdo da funcdo de MCIR, resultando na

producdo maioritariamente de feomelanina (pigmento vermelho ou amarelo); e, também,



variantes genéticas que modificam a eficicia tanto das vias de sinalizacdo induzidas por
danos celulares quanto dos mecanismos de reparacédo de danos no DNA causados pela
radiacdo UV (Carr et al., 2020; Davis et al., 2019; Lehmann et al., 2014; Valverde et al.,
1995).

Variantes de genes polimérficos associadas ao nimero de nevos (TERT, PLA2G6
e CDKN2A/MTAP) e a pigmentacéo (SLC45A2, TYR e ASIP), contribuem para o risco de
desenvolvimento de melanoma cutaneo (Falchi et al., 2009; Law et al., 2015). Além disso,
o melanoma cutaneo pode ocorrer associado a mutagcdes em células somaticas, que
acontecem frequentemente em genes nas vias de sinalizacdo que regulam a proliferacéo
celular (BRAF, NRAS e NF1), crescimento e metabolismo celular (PTEN e KIT), controlo
do ciclo celular (CDKN2A), resisténcia a apoptose (TP53) e tempo de vida replicativo
(TERT) (Hayward et al., 2017; Shain & Bastian, 2016).

Em zonas do corpo expostas a radiacdo solar, o melanoma pode desenvolver-se
como resultado de mutagfes induzidas pela radiagdo UV nos genes reguladores da via
MAPK (também conhecida por cascata de transducédo de sinal RAS/RAF/MEK/ERK), que
conduzem a ativacdo do ciclo celular promovendo a proliferacdo do tumor (Merkel &
Gerami, 2017). Por outro lado, em zonas do corpo protegidas da radiacdo solar UV, o
melanoma pode desenvolver-se em consequéncia: da instabilidade cromossémica
precoce, que se carateriza por ganhos no nimero de copias de oncogenes (TERT, CCND1
e KIT) e delegBes no nimero de copias de genes supressores de tumor (CDKN2A); e, de
mutacgOes ativadoras em KIT e PDGFRA. A combinacéo destes dois fatores promove a
proliferacdo tumoral (Bastian, 2014; Merkel & Gerami, 2017).

A mutagdo V600E (troca de valina [V] por acido glutamico [E] no coddo 600) do
gene BRAF d4 inicio ao processo de carcinogénese do melanoma em pele sem danos
cronicos provocados pela exposigao solar (Greaves et al., 2013; Shain et al., 2015; Shain
& Bastian, 2016). Esta mutacao resulta na formac¢do de um nevo comum que pode manter-
se num estado semelhante a senescéncia, caso ndao ocorram mutacdes condutoras
adicionais ou, entdo, adquirir caracteristicas proliferativas, caso ocorram mutacées na
regido promotora de TERT e perda bialélica de CDKN2A. Se porventura, ocorrerem
mutagdes em PTEN e TP53, o melanoma torna-se invasivo (Shain et al., 2015; Shain &
Bastian, 2016).



2.2. Tipos de melanoma

De acordo com a sua localizagéo no corpo, 0 melanoma é classificado em cutédneo
ou ndo cutaneo. O melanoma cuténeo divide-se em quatro subtipos clinico-histoldgicos
principais, que incluem:

e Melanoma de extensédo superficial - O subtipo mais frequente em individuos de pele

clara, que carateriza-se por apresentar uma fase inicial de crescimento radial
(lateral) seguida por uma fase de crescimento vertical (invasiva), podendo surgir
como uma nova lesé@o ou, entdo, desenvolver-se a partir de um nevo melanocitico
pré-existente em pele intermitentemente exposta ao sol. Pode-se apresentar como
uma papula ou nédulo, com contornos irregulares e de pigmentacao variada.

e Melanoma nodular - Ocorre principalmente em areas da pele expostas de forma

intermitente ao sol e carateriza-se por apresentar uma fase inicial de crescimento
vertical rapida. Pode-se manifestar como um nodulo de superficie lisa ou pélipo
ulcerado ou placa elevada com margens irregulares, de cor castanha, preta, azul-
escura ou, até mesmo, ausente de pigmento (melanoma amelanotico).

e Melanoma lentigo maligno - Tende a ocorrer em individuos de idade avangada em

areas da pele expostas cronicamente ao sol e carateriza-se por apresentar uma
fase de crescimento radial de longa duragéo antes de ocorrer o crescimento vertical.
Pode apresentar uma superficie plana ou papula, com contornos irregulares e
coloracéo diversa.

¢ Melanoma acral lentiginoso - O subtipo mais frequente em individuos de pele mais

escura, que desenvolve-se habitualmente nas palmas das maos, plantas dos pés

ou regido subungueal (Bastian, 2014; Carr et al., 2020; Markovic et al., 2007;

Rastrelli et al., 2014).

O melanoma néo cutaneo, como o préprio nome indica, manifesta-se em areas do
corpo ndo cutdneas onde os melandcitos habitualmente estdo presentes, tais como a
regido ocular, gastrointestinal, geniturinaria e nasofaringea (Carr et al., 2020; Wong et al.,
2017).

2.3. Estadiamento e tratamento do melanoma

O grau e extensao (estadio de evolucao) do melanoma nos pacientes é determinado
por meio de exames de imagem, exames fisicos, exames laboratoriais e relatérios de
patologia (Amin et al., 2017; Honors et al., 2018). Com base no sistema Tumor-No6dulo-
Metastase (sistema TNM) da American Joint Committee on Cancer o melanoma pode ser

classificado num dos seguintes estadios (Figura 2):
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e Estadio 0 - O melanoma in situ, ou seja, quando o cancro estd restrito a epiderme.

e Estadio | - O melanoma esté localizado tanto na epiderme quanto na derme, pode
ter até 2 mm de espessura e apresentar ou ndo ulceracao.

e Estadio Il - O melanoma esta localizado tanto na epiderme quanto na derme, tem
uma espessura superior a 1 mm, podendo ultrapassar os 4 mm. O melanoma pode
ter ou nédo ulceracao.

e Estédio lll - O melanoma espalhou-se para os ganglios linfaticos adjacentes ou para
areas localizadas a menos de 2 cm da massa tumoral primaria (metastase satélite)
ou para areas localizadas a uma distancia superior a 2 cm ao longo do percurso
linfatico em direcdo aos ganglios linfaticos (metastase em transito). O melanoma
pode ter qualquer espessura e apresentar ou nao ulceracao.

o Estadio IV - O melanoma originou metastases a distancia (em locais como, pele,
ganglios linfaticos, figado, pulmdes e cérebro). O melanoma pode ter qualquer
espessura, apresentar ou ndo ulceragao e ter se espalhado ou n&o para os ganglios
linfaticos adjacentes (AIM at Melanoma Foundation, 2022; American Cancer

Society, 2019; Papageorgiou et al., 2021).

Estadio 0 Estadio | Estadio Il Estadio lll Estadio IV

Epiderme |
Derme -
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Hipoderme | r‘ R “v R R

Figura 2 - Fases do melanoma (adaptado de AIM at Melanoma Foundation, 2022).

A taxa de sobrevivéncia do melanoma esta dependente do estadio em que este
cancro é diagnosticado. O melanoma diagnosticado em estadio localizado tem uma taxa
de sobrevivéncia relativa a cinco anos de 99%, podendo ser tratado através de cirurgia, em
oposi¢cdo ao melanoma em estadio avancado ou metastatico, cuja taxa de sobrevivéncia
diminui consideravelmente e as opcdes de tratamento séo restritas (American Cancer
Society, 2022; Carr et al.,, 2020). Portanto, a escolha do tratamento vai depender das
caracteristicas do melanoma (estadio, volume, localizacdo das metastases, entre outros),
assim como dos riscos para o paciente. As opc¢des de tratamento incluem a cirurgia, a

guimioterapia, a radioterapia e as terapias bioldgicas.
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e Cirurgia

A exciséo cirlrgica é a primeira op¢ao de tratamento para o melanoma, oferecendo
uma maior probabilidade de cura no caso da doenca ser diagnosticada nos seus estadios
iniciais e ndo apresentar sinais de metastase (Honors et al., 2018). O procedimento
consiste na excisdo da lesdo juntamente com o tecido saudavel envolvente (margens de

seguranca), a fim de garantir a remocao do tumor por completo (Swavey & Tran, 2013).

¢ Quimioterapia

A guimioterapia é capaz de atenuar os sintomas, controlar ou tratar o cancro da
pele, estando a sua eficacia dependente da gravidade do cancro (Gogas et al., 2007). A
guimioterapia consiste na administracdo de farmacos (por via oral, intravenosa,
intraperitoneal, intra-arterial ou topica) que reduzem a taxa de crescimento ou impedem a
proliferacdo anormal das células cancerigenas (Kang et al., 2015; Tang et al., 2017).
Existem diversos farmacos quimioterapicos que podem ser utilizados no tratamento do
melanoma em estadio metastatico tais como, paclitaxel, dacarbazina, temozolomida e
compostos de platina (Megahed & Koon, 2014). No entanto, devido a diversos mecanismos
de resisténcia nas células cancerigenas, o sucesso destes farmacos no tratamento do
melanoma maligno é reduzido, uma vez que a taxa de resposta € inferior a 20% (Tang et
al., 2017). Além disso, a quimioterapia pode afetar as células normais, gerando efeitos
colaterais severos (como fadiga, nduseas, anemia e infecées secundarias) (Bhatia et al.,
2009; Khusro et al., 2018).

¢ Radioterapia

Do mesmo modo que a quimioterapia, a radioterapia pode ser utilizada para aliviar
0s sintomas, controlar ou tratar o cancro, consoante a gravidade e o tipo de cancro (Liniker
et al., 2016). A radioterapia utiliza radiacéo (proveniente de uma fonte de radiagéo interna
ou externa ao corpo) a fim de destruir as células cancerigenas. A radiagdo interna é
aplicada exclusivamente na zona do tumor sendo por isso mais precisa quando comparada
com a radiacdo externa que é direcionada para uma vasta regiao (Honors et al., 2018). A
radioterapia pode afetar as células normais e resultar em efeitos colaterais severos (como
fadiga, nauseas, problemas cardiovasculares, danos cutaneos e mutacao celular) (Bhatia
et al., 2009; Khusro et al., 2018; G. Lee & Park, 2018). A radioterapia pode ser utilizada
combinada com a quimioterapia o que, de modo geral, leva ao aparecimento de efeitos

colaterais mais graves (Miller et al., 2016).
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e Terapias bioldgicas

As terapias biologicas séo muitas vezes combinadas com outros tipos de tratamento
e tém como base o uso de farmacos que atacam diretamente as células cancerigenas ou
auxiliam o sistema imunolégico no combate ao cancro (DeSantis et al., 2014; Honors et al.,
2018). Existem vérios tipos de terapias biologicas que foram aprovadas pela Food and
Drug Administration (FDA).

O tratamento com o interferdo alfa (IFNA) aumenta a expresséo de proteinas do
complexo principal de histocompatibilidade classe |, estimulando a proliferacéo de células
do sistema imunolégico para atacar e combater o melanoma. Esta citocina esta indicada
para o tratamento adjuvante do melanoma em estadio Il e Ill, embora esteja associada a
uma elevada toxicidade (Bhatia et al., 2009; Domingues et al., 2018; Eigentler & Garbe,
2013; Roh et al., 2013).

O tratamento com o anticorpo monoclonal ipilimumab bloqueia a atividade da
molécula CTLA4, uma proteina que regula negativamente as vias de ativacao das células
T, estimulando a proliferagdo destas células e consequente resposta imunolégica
antitumoral. Porém, o ipilimumab estd associado a uma distribuicdo restrita e a graves
efeitos adversos relacionados com o sistema imunoldgico (tais como, neuropatia,
endocrinopatia, hepatite, enterocolite e dermatite) (Bhatia et al., 2009; Eggermont, 2010;
Fellner, 2012).

Os inibidores de BRAF (tais como, vemurafenib e dabrafenib) estéo indicados para
o tratamento de pacientes com melanoma com mutacéo no gene BRAF (Eggermont, 2010;
Eigentler & Garbe, 2013). Estes inibidores embora fornecam um beneficio clinico
significativo em pacientes com melanoma portadores de mutacdo BRAF, podem levar ao
desenvolvimento de lesbes (tais como, carcinoma espinocelular e ceratoacantomas) que
tem sido associado a ativagcéo paradoxal da via MAPK em células saudaveis sem mutacdo
BRAF. Além disso, foi descrito que os pacientes podem adquirir resisténcia aos inibidores
de BRAF, que acontece por meio de diversos mecanismos, que induzem a ativacao das
vias de sinalizacdo MAPK e PI3SK/AKT/mTOR (Chapman et al., 2011; Mufoz-Couselo et
al., 2015).

3. Venenos de origem animal

Os tratamentos empregues até ao momento no combate ao melanoma estéo
constantemente relacionados com efeitos colaterais indesejados e desenvolvimento de

resisténcia (Ma & Armstrong, 2014; Patel et al., 2021; Shannan et al., 2016). Deste modo,
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existe a necessidade de investigar novas abordagens terapéuticas que sejam mais seguras
e eficazes.

Nas ultimas décadas, venenos derivados de animais foram identificados como
terapéuticas eficientes. Os venenos sdo misturas complexas de constituintes bioativos,
especialmente proteinas, péptidos e outras moléculas organicas, produzidas por células
especializadas de um animal. Estes venenos sdo geralmente utilizados para defesa ou
predacdo e uma vez interagindo com o organismo alvo (por inalacdo, ingestao, contato
direto ou injecdo) sdo capazes de interferir nos processos fisiolégicos e bioguimicos do
mesmo (Benard et al., 2015; Calvete et al., 2009).

O veneno animal é rico em toxinas, muitas das quais potencialmente fatais, porém
mostram um elevado grau de especificidade e afinidade para certos alvos (tais como,
recetores, enzimas e canais idnicos), e por isso tém sido progressivamente empregues
como ferramentas farmacolégicas e como prot6tipos para o desenvolvimento de farmacos
(Bordon et al., 2020).

3.1. Potencial terapéutico dos venenos de animais

Animais com a capacidade de produzir veneno estao distribuidos em praticamente
todos os filos do reino Animalia, incluindo os filos Chordata (mamiferos, aves, répteis,
anfibios e peixes), Echinodermata (estrelas-do-mar e ouricos-do-mar), Arthropoda
(escorpibes, aracnideos, vespas, abelhas e centopeias), Annelida (verme-de-fogo),
Mollusca (cefalépodes e carac6is marinhos) e Cnidaria (anémonas-do-mar, aguas-vivas e
hidras) (Pennington et al., 2018). Contudo, os venenos de animais pertencentes aos filos

Chordata e Arthropoda séo os mais reportados na literatura.

¢ Venenos de serpentes

Algumas serpentes produzem venenos que tém sido utilizados como base para o
desenvolvimento de varios farmacos atualmente aprovados pela FDA para utilizagdo no
ser humano. Por exemplo, o captopril, produzido a partir de péptidos potenciadores do
vasodilatador bradicinina isolados do veneno da vibora Bothrops jararaca, € um farmaco
inibidor da enzima conversora de angiotensina | num agente hipertensivo, denominado
angiotensina Il, indicado para tratar da hipertensdo (Calvete et al., 2009; Cushman et al.,
1977; Koh & Kini, 2012). Outros como o tirofiban, produzido a partir da Equistatina derivada
do veneno da vibora Echis carinatus, e o eptifibatide, produzido a partir da Barbourina
derivada do veneno da vibora Sistrusus miliarius barbouiri, sdo farmacos com elevada

afinidade pela integrina ausBs das plaquetas, impedindo a ligacao do fibrinogénio a este
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recetor e inibindo de modo reversivel a agregacdo plaquetaria, o que, por consequéncia,
diminui o processo de coagulacdo sanguinea em pacientes com eventos tromboembdlicos
cardiovasculares (Hashemzadeh et al., 2008; Koh & Kini, 2012; Pennington et al., 2018).

Além disso, existem alguns estudos que reportam o potencial antitumoral dos
venenos de serpentes. Como € o caso de Lebeina, uma desintegrina isolada do veneno da
vibora Macrovipera lebetina, que exibiu efeito antiproliferativo nas linhas celulares de
melanoma humano (SK-MEL-28 e LU-1205) por meio da diminuicao da fosforilacdo de ERK
e regulacao positiva de MITF, interrupcéo da capacidade de invadir pela regulacdo positiva
de E-caderina, perda de adesdo celular e ativacdo da morte celular apoptotica
independente de caspases, com sobreexpressao de proteinas pro-apoptoéticas (AlF, BAX
e BIM) juntamente com regulacdo negativa da proteina antiapoptética BCL2 (Hammouda
et al., 2016).

Também Jararagina, uma metaloproteinase do tipo desintegrina isolada do veneno
da vibora Bothrops jararaca, exibiu citotoxicidade em células de melanoma murino
(B16F10) demonstrada pela reducéo da viabilidade celular, inibicdo da proliferagéo celular,
diminuicdo significativa da percentagem de células na fase GO/G1 e um aumento
subsequente na fase sub-G1, aumento da atividade da caspase-3 e inducdo da apoptose.
Num modelo murino in vivo, Jararagina inibiu o crescimento tumoral e metastase dorsal
(Maria et al., 2014).

e Venenos de rds e sapos

Os anfibios (tais como, rés e sapos) secretam venenos através da pele que contém
diversas substancias farmacologicamente ativas. Por exemplo, o esteroide cardioténico
Bufalina, extraido do veneno de sapo, exibiu atividade antiasmatica mediante resposta anti-
inflamatéria num modelo murino de asma induzida por ovalbumina, possivelmente através
da supressdo da atividade do fator nuclear kappa B (NFkB), reduzindo a
hiperresponsividade e inibindo a ativacdo de células inflamatorias (tais como, linfdcitos,
eosindfilos, neutréfilos e macrofagos) e citocinas (tais como, 1L4, IL5 e I1L13) (Zhakeer et
al., 2017).

Também Himenoquirina-1b, um péptido catiénico a-helicoidal obtido do veneno da
rd Hymenochirus boettgeri, mostrou atividade antidiabética em células B-pancreaticas de
rato (BRIN-BD11), promovendo a secrecdo de insulina mediada pela via independente do
canal de potassio dependente de ATP (Karp). Além disso, este péptido pode aumentar a
concentracdo plasmética de insulina apds administragéo intraperitoneal em camundongos

submetidos a uma dieta rica em gordura (Owolabi et al., 2016).
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Noutro estudo relataram que Brevivin-1RL1, um péptido catidnico a-helicoidal
isolado do veneno da rd Rana limnocharis, apresentou citotoxicidade seletiva para linhas
celulares tumorais (B16F10, A549, HCT116, MDA-MB-231, SW480, SMMC-7721) e
reduzida atividade hemolitica. Este péptido pode interagir com componentes da membrana
celular (como, lipidos e proteinas), desencadeando apoptose dependente de caspases e
necrose, que contribuem para a inibicdo do crescimento tumoral (Ju et al., 2021).

Também foi descrito que Cinobufagina, um esteroide cardioténico extraido do
veneno de sapo, foi capaz de inibir a proliferacéo de células de melanoma humano (A375),
pois levou a paragem do ciclo celular na fase G2/M através da ativacdo da via de
sinalizacdo ATM/ATR, e promoveu a apoptose através da via intrinseca e regulacao
negativa da via de sinalizagdo PI3K/AKT (Pan et al., 2019).

e Venenos de escorpides

Os escorpides também possuem venenos com elevado potencial terapéutico. Por
exemplo, os péptidos catiénicos, Hp1036 e Hp1239, do veneno do escorpido Heterometrus
petersii foram eficazes contra a infe¢do causada pelo virus herpes simples tipo 1 in vitro,
mostrando efeitos viricidas extracelulares e forte potencial inibitério quando adicionados
nos estagios de ligacéo e entrada viral. Apés a infegéo, estes péptidos inativaram particulas
virais intracelulares e, assim, inibiram a proliferagéo viral (Hong et al., 2014).

Outro estudo mostra que o veneno do escorpido Heterometrus bengalensis exerceu
efeitos antiosteoporéticos envolvendo osteoclastos em ratos albinos fémeas
ovariectomizadas, através do aumento dos depdsitos minerais 6sseos, com as acdes
coordenadas de hormonas, citocinas e enzimas (Gomes et al., 2009).

Alguns estudos também reportam o potencial antitumoral dos venenos de
escorpides em diversas linhas celulares. A expresséo e atividade modificadas anormais
dos canais idnicos de Na*, K*, Ca?* e CI- estdo relacionadas aos processos e patologia do
cancro (Arcangeli et al., 2009; Prevarskaya et al., 2010). Estudos revelaram que a
Caribdotoxina, um péptido isolado do veneno do escorpido Leiurus quinquestriatus,
bloqueou os canais de K* dependentes de Ca?', inibindo a migracdo de células de
melanoma humano e fibroblastos murinos (NIH3T3) de forma dependente da dose em até
61%, possivelmente despolarizando o potencial de membrana celular e diminuindo a forca
eletroquimica para a entrada de Ca?* (Schwab et al., 1999). Um estudo mais recente
mostrou que um péptido denominado RK1 do veneno do escorpido Buthus occitanus
tunetanus foi capaz de inibir a proliferacdo, migracdo e angiogénese das células de

melanoma humano (IGR-39) e de glioblastoma humano (U-87) (Khamessi et al., 2018).
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e Venenos de abelhas

Os venenos de abelhas contém poderosas propriedades terapéuticas para uma
variedade de condi¢cbes. Por exemplo, os péptidos Panurginas, isolados do veneno da
abelha Panurgus calcaratus, mostraram ac¢ao antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas, bactérias Gram-negativas e fungos, exibindo efeito hemolitico reduzido em
eritrocitos humanos (Cujova et al., 2013).

Foi evidenciado que o tratamento com o veneno da abelha Apis mellifera e com um
dos seus constituintes peptidicos (Apamina) mostrou efeitos anti-inflamatoérios na artrite
gotosa induzida por urato monossodico num modelo de camundongo. O tratamento com o
veneno e Apamina suprimiu a inflamagéo associada ao edema do pé do animal, inibiu a
producédo de citocinas pré-inflamatorias (como, TNFA, IL1B e IL6), inibiu a formacéo de
inflamassomas e reduziu a formacao de cristais de urato monossodico (Lee et al., 2020).

Noutro estudo também foi relatado que o veneno da abelha Apis mellifera e um dos
seus componentes peptidicos (Melitina) apresentaram potencial antitumoral em varias
linhas celulares de melanoma (B16F10, A375SM e SK-MEL-28) inibindo o crescimento, a
sobrevivéncia clonogénica, o potencial metastatico e a melanogénese. Ambos induziram
apoptose dependente de caspases, associada a regulagdo negativa das vias de
sinalizagdo MAPK e PI3K/AKT/mTOR (Lim et al., 2019).

3.2. Venenos de vespas

As vespas pertencem a subordem Apocrita da ordem Hymenoptera e dependendo
do seu estilo de vida no contexto da sociabilidade podem ser classificadas como sociais ou
solitarias, sendo o seu veneno utilizado para defesa e predacdo em ambas as situagoes
(Lee et al.,, 2016). A composicdo do veneno de vespa varia muito entre espécies,
abrangendo uma mistura de diversos compostos quimicos, tais como proteinas, péptidos,
enzimas e outras moléculas pequenas (Moreno & Giralt, 2015).

Os compostos isolados do veneno de vespa apresentam diversas atividades
biol6gicas, nomeadamente acao antitumoral. Por exemplo, os péptidos catiénicos Polybia-
MP1 do veneno da vespa Polybia paulista, Mastoparano X do veneno da Vespa
xanthoptera e Mastoparano HR1 do veneno da Vespa orientalis mostraram efeito
antitumoral potente em células de glioblastoma humano (T98G), pela formac&o de poros
na membrana celular, levando ao aumento dos niveis de Ca?" intracelular em repouso,
induzindo morte celular por necrose (da Silva et al., 2018).

Outro estudo demonstrou que os péptidos Ano-3/3s bioinspirados no péptido

Anoplina, derivado do veneno da vespa Anoplius samariensis, induziram rapida rutura da
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membrana celular em células de cancro da mama murino (4T1) e células de melanoma
murino (B16F10). Além disso, os péptidos Ano-3/3s mostraram atividade antitumoral
pronunciada num modelo murino in vivo de melanoma através do efeito oncolitico e
subsequente inducdo da morte celular imunogénica, fortemente relacionada com a
infiltracao significativa de células T CD8+ no melanoma (Wu et al., 2021).

Além disso, no estudo desenvolvido por de Azevedo et al. (2015) foi demonstrado
gue o péptido Mastoparano obtido do veneno da vespa Vespula lewisii exerceu atividade
citotoxica mais seletiva para células cancerigenas, por exemplo, para linhas celulares de
melanoma humano e murino (A2058 e B16F10-Nex2, respetivamente).

Apesar de resultados promissores para alguns péptidos isolados de venenos de
vespa, 0 seu potencial na terapia tumoral esta ainda pouco estudado.

e Venenos das vespas Polybia dimorpha e Chartergellus communis

Polybia dimorpha (Figura 3) é uma vespa social neotropical que pode ser
encontrada no Cerrado brasileiro. Esta vespa € interessante, porque tem um péptido
bioinspirado denominado Prolistarina que ainda nao tem estudos reportados na literatura.
Possui ainda no seu veneno um péptido catiénico denominado Polydim-I que é conhecido
por apresentar atividade antimicrobiana promissora contra diversos microrganismos. Num
estudo, Polydim-l provocou a rutura da parede celular da micobactéria patogénica
Mycobacterium abscessus subsp. massiliense, reduziu a carga bacteriana tanto em
macroéfagos infetados, como nos pulmdes, baco e figado de camundongos suscetiveis a
infe¢cBes por micobactérias, demonstrando baixa citotoxicidade para células de mamiferos
(das Neves et al., 2016). Noutro estudo, Polydim-I inibiu quase 100% do crescimento de
bactérias multirresistentes numa concentracéo, bastante baixa, de 1 pg/mL. Além disso,
Polydim-I mostrou ser mais eficiente do que os farmacos convencionais e apresentou um
espetro mais largo contra bactérias multirresistentes. Estes autores propuseram a ideia de
que Polydim-I liga-se aos lipidos da membrana plasméatica em consequéncia da atracao
eletrostatica, acumula-se parcialmente, neutralizando as cargas opostas e induz a

formagé&o de poros na membrana (Rangel et al., 2017).

18



Figura 3 - Vespa Polybia dimorpha (fotografia da autoria de Fernando B. Noll retirada de Castro,
2013).

Atualmente sabe-se que varios péptidos antimicrobianos demonstram, tanto
atividade antimicrobiana, como atividade anticancerigena (Felicio et al., 2017; Tornesello
et al., 2020). Além disso, venenos de vespas que contenham péptidos antimicrobianos
possivelmente tém outros compostos que apresentam igualmente propriedades
antimicrobianas ou antitumorais.

Chartergellus communis (Figura 4) é uma vespa social neotropical pouco
abundante, que pode ser encontrada maioritariamente no Cerrado brasileiro e no bioma da
Caatinga (Felippotti, 2010; Richards, 1978; Somavilla et al., 2017). O interesse por esta
vespa, deve-se ao facto de que no seu veneno foi descoberto o péptido Chartergellus-CP1,
gue apresenta varias atividades biolégicas. Num estudo, Chartergellus-CP1 mostrou um
elevado potencial na area da farmacoterapia da epilepsia. No modelo onde as crises foram
induzidas por pilocarpina, Chartergellus-CP1 exibiu efeitos benéficos quanto a laténcia,
guantidade e percentual de protegéo contra crises eletroencefalogréaficas generalizadas em
camundongos. Além disso, Chartergellus-CP1 ndo provocou ataxia e alteracdes na
atividade geral espontdnea dos animais (Lopes et al., 2021). Os mesmos autores
verificaram ainda que Chartergellus-CP1 demonstra 92% de semelhanca estrutural com o
péptido quimiotatico Polybia-CP, isolado do veneno da vespa Polybia paulista, que além
de mostrar potente atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, também
apresenta atividade antitumoral contra células de cancro da bexiga humano (BIU-87) e
células de cancro da préstata humano (PC-3), mediante a desestabilizacdo e rutura da
membrana plasmatica (Lopes et al., 2021; Souza et al., 2005; Wang et al., 2011, 2012). E,
recentemente, foi descoberto por Soares et al. (2022) que Chartergellus-CP1 foi citotéxico
para duas linhas celulares humanas de cancro da mama (MCF-7 e MDA-MB-231), causou
alteracdes na progressédo do ciclo celular (aumentando o numero de células na fase S),

promoveu a producdo de ROS intracelular e induziu apoptose inicial.
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Figura 4 - Vespa Chartergellus communis (fotografia da autoria de Leandro Campos retirada de
Lopes, 2018).

Assim, com base em todo o potencial dos péptidos destas duas vespas, vale a pena
explorar os seus eventuais efeitos antitumorais no melanoma, uma vez que ainda nao

foram realizados estudos com estes péptidos para este tipo de cancro.
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Il. Objetivos

O principal objetivo desta dissertagéo foi investigar o potencial antitumoral de dois
péptidos, Prolistarina bioinspirado num péptido do veneno da vespa Polybia dimorpha e
Chartergellus-CP1 isolado do veneno da vespa Chartergellus communis, em células de
melanoma humano, nomeadamente células de melanoma amelandtico (A375) e células de
melanoma altamente pigmentado (MNT-1). Assim, para atingir esta meta foram delimitados
0S seguintes objetivos especificos:

¢ Avaliar o efeito dos péptidos na viabilidade das células de melanoma humano.
e Analisar a influéncia do péptido Chartergellus-CP1 na dindmica do ciclo celular.
e Investigar a capacidade do péptido Chartergellus-CP1 de induzir stress oxidativo e

apoptose.
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I1l. Materiais e métodos
1. Péptidos

No presente estudo, foram utilizados os péptidos Prolistarina e Chartergellus-CP1
gentilmente cedidos pela Prof.2 Marcia Mortari da Universidade de Brasilia. Prolistarina foi
bioinspirado num péptido proveniente do veneno da vespa Polybia dimorpha, enquanto
Chartergellus-CP1 foi isolado do veneno da vespa Chartergellus communis. Ambos os
péptidos apresentavam um grau de pureza superior a 99% e tiveram as suas sequéncias
confirmadas. Os péptidos foram sintetizados utilizando a estratégia de Fmoc. Prolistarina
€ um péptido composto por uma sequéncia de 14 residuos de aminodcidos
(DKPRWNVKKPPRLL - NH2), com uma massa molecular de 1746,14 Da. Chartergellus-
CP1 é um péptido possivelmente pertencente a classe dos quimiotaticos constituido por
uma sequéncia de 12 residuos de aminoacidos (IIGTILGLLKSL - NH2), com uma massa
molecular de 1239,9 Da.

2. Preparacao dos péptidos

Cada péptido foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO, 299,5%; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), obtendo-se solu¢cfes stock na concentracdo de 20 mg/mL, que foram
armazenadas a -20°C. No momento da exposi¢cdo, as solu¢des stock foram diluidas em
meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco, Life Technologies, Grand
Island, NY, EUA), tendo-se obtido as concentra¢des pretendidas para cada ensaio.

3. Cultura celular

Este estudo foi realizado na linha celular de melanoma humano amelanético (A375;
Figura 5A), obtida através da European Collection of Authenticated Cell Cultures, e na linha
celular de melanoma humano altamente pigmentado (MNT-1; Figura 5B), gentilmente
cedida pela Dra. Manuela Gaspar (iMed.ULisboa, Portugal). As células cresceram em
frascos de cultura (SPL Life Sciences, Gyeonggi, Coreia do Sul) contendo meio de cultura
DMEM, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS; Gibco, Life Technologies,
Grand Island, NY, EUA), 2 mM de L-glutamina (Grisp, Porto, Portugal), 1% de
penicilina/estreptomicina (100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina; Grisp,
Porto, Portugal) e 2,5 pg/mL de fungizona (Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY,
EUA), e foram mantidas em incubadora a 37°C numa atmosfera hiumida com 5% de CO..
Rotineiramente, as células foram rastreadas quanto a confluéncia, morfologia e presenca
de contaminacdo, usando para tal, um microscépio de contraste de fase invertido Eclipse
TS100 (Nikon, Toquio, Japao).
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Figura 5 - Imagens obtidas por microscopia de contraste de fase invertida das células A375
(A) e MNT-1 (B) com ampliacdo de 100x.

As subculturas foram realizadas, quando as células estavam com a confluéncia
entre aproximadamente 70 e 90%. De modo a reduzir a possibilidade de contaminacdes,
as manipulacdes inerentes a subcultura foram executadas em condi¢des assépticas, numa
camara de fluxo laminar. No processo de subcultura, o0 meio de cultura foi removido e, em
seguida, as células foram lavadas com uma solucéo salina tamponada com fosfato de
Dulbecco (DPBS [1x]; Grisp, Porto, Portugal), com o intuito de retirar o excedente de meio
gue contém inibidores da atividade da tripsina. De modo a destacar as células do fundo do
frasco, foi adicionada uma solugéo de tripsina-EDTA (0,25% de tripsina, 1 mM de EDTA,;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e o frasco de cultura foi incubado a 37°C e 5% de CO..
Apo6s cerca de 5 minutos de incubacéo, a tripsina foi inativada com a adicdo do dobro do
volume de meio de cultura ao frasco. A suspensédo celular foi transferida para um tubo
falcon, sendo em seguida realizada a contagem das células num hemocitémetro. Por
ultimo, o numero pretendido de células foi transferido para um novo frasco de cultura ja

contendo o volume adequado de meio DMEM completo.

4. Avaliacdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi analisada com recurso ao ensaio colorimétrico do MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio; 98%; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA). Neste ensaio enzimas metabdlicas, como a succinato desidrogenase
(desidrogenase mitocondrial), presentes em células viaveis metabolicamente ativas,
convertem o MTT (sal de tetrazolio de cor amarela e soluvel em agua), através da clivagem
do anel de tetrazdlio, a cristais de formazano de coloragdo arroxeada e insollveis em agua
(Fotakis & Timbrell, 2006). Estabelece-se assim uma relacdo diretamente proporcional
entre a quantidade de MTT reduzido e o niumero de células viaveis (Mosmann, 1983).
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As células foram semeadas em placas de 96 pocos nas concentraces de 35 mil
células/mL (A375 e MNT-1) e 20 mil células/mL (A375) ou 25 mil células/mL (MNT-1) para
exposicdes de 24 e 48 horas, respetivamente, num volume final de 100 pL por poco. Uma
incubacao a 37°C e 5% de CO: foi realizada durante 24 horas (tempo suficiente para
ocorrer a adesdo das células as placas). Ap6s a adesao celular, o0 meio de cultura foi
retirado e as células foram expostas a 100 yL das diferentes diluicdes dos péptidos em
estudo (3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; e 200 pg/mL). Como controlo utilizaram-se células
sem tratamento (100 pL de meio DMEM completo por pogo). Além disso, o perfil de
citotoxicidade do DMSO foi estudado, usando para tal células tratadas com 100 pL de meio
DMEM completo contendo 1% de DMSO (equivalente a concentracdo de 200 pg/mL). As
placas foram incubadas por 24 e 48 horas, a 37°C e 5% de CO,. Apés o tempo de
exposicao, 50 uL da solucdo de MTT (1 mg/mL em DPBS [1x]) foram adicionados a cada
poco e as placas foram incubadas a 37°C e 5% de CO, durante 4 horas. Seguidamente, o
meio de cultura com MTT foi removido e 150 uL de DMSO foram adicionados a cada poc¢o
para dissolver os cristais de formazano. Foram acrescentados os brancos, isto é, pocos
sem células contendo apenas DMSO. As placas foram colocadas num agitador orbital,
protegidas da luz, durante cerca de 2 horas. A absorbancia (A) da solugéo resultante foi
lida no comprimento de onda de 570 nm num leitor de microplacas (Synergy HT® Multi-
Mode, BioTek® Winooski, VT, EUA), sendo a intensidade da coloracdo arroxeada
diretamente proporcional & concentragéo de cristais de formazano que, como mencionado
atras, reflete a quantidade de células viaveis. A percentagem de viabilidade celular foi

obtida através da seguinte equacao:

Viabilidade celular (% _ As70 da amostra - As7q do branco N
bl ular (%) _A570 do controlo - As7g do branco

Diferentes concentracdes inibitorias (IC) de Chartergellus-CP1 foram determinadas,
mais concretamente a IC2 (concentracédo que induz uma reducéo de 20% na viabilidade

celular) e a ICsp (concentracdo que induz uma reducédo de 50% na viabilidade celular).

5. Andlise do ciclo celular

O ciclo celular foi analisado por citometria de fluxo utilizando a sonda fluorescente
iodeto de propidio (Pl, 294%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para marcar o DNA
nuclear estequiometricamente. Como efeito, a intensidade da fluorescéncia emitida pelo PI
é diretamente proporcional a quantidade de DNA presente no nucleo celular que, por sua

vez, permite distribuir as células em distintas subpopulacées, correspondentes as fases
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GO/G1 (células pré-replicativas), S (células replicativas) e G2/M (células pés-replicativas e
mitGticas) do ciclo celular (Babes et al., 2018; Nunez, 2001). Este ensaio exigiu a
permeabilizacdo prévia da membrana celular, uma vez que o Pl é impermeavel a
membrana celular integra (Deitch et al., 1982). Além disso, dado que o Pl é capaz de se
intercalar tanto com o DNA como com o acido ribonucleico (RNA), foi adicionada a
ribonuclease (RNase) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para degradar o RNA e, assim,
garantir apenas a marcacdo do DNA (Darzynkiewicz, 2011; Deitch et al., 1982).

As células foram semeadas em placas de 12 po¢os nas concentracdes de 60 mil
células/mL (A375) ou 40 mil células/mL (MNT-1), num volume final de 1 mL por poco e
incubadas a 37°C e 5% de CO; durante 24 horas. Seguidamente, o meio de cultura foi
removido e as células foram expostas a 1 mL de solu¢des correspondentes a ICx (17,41
pug/mL [A375, 24 horas] ou 20,03 pg/mL [MNT-1, 24 horas]) e a ICso (40,50 pg/mL [A375,
24 horas] ou 51,55 pg/mL [MNT-1, 24 horas]) de Chartergellus-CP1. As células usadas
como controlo foram apenas tratadas com meio DMEM completo. Ap6s 24 horas de
incubacado a 37°C e 5% de CO,, 0 meio de cultura de cada poco foi retirado e as células
foram lavadas com 500 uL de DPBS (1x). As placas foram incubadas durante cerca de 5
minutos a 37°C e 5% de CO, com 150 pL de tripsina-EDTA em cada pogo. A tripsina foi
inativada, adicionando-se 300 pL de meio de cultura e as células foram colhidas para tubos
eppendorf. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 700 g durante 5 minutos. Os
sobrenadantes foram retirados e os pellets de células foram ressuspensos em 800 uL de
DPBS (1x). As amostras foram centrifugadas de novo nas mesmas condi¢bes. Os
sobrenadantes foram removidos e as células foram fixadas e permeabilizadas com 1 mL
de etanol 85% a 4°C. As amostras foram armazenadas a -20°C até serem analisadas.

No momento da andlise, as amostras foram centrifugadas durante 6 minutos a 4°C
na velocidade angular de 3600 rpm (A375) ou 3000 rpm (MNT-1). O etanol foi removido e
os pellets de células foram ressuspensos em 800 pL de DPBS (1x). Para separar 0s
agregados de células, filtrou-se cada uma das amostras para tubos eppendorf utilizando
uma malha de nylon. Em cada amostra adicionou-se 50 uL de RNase e, 10 minutos depois,
acrescentou-se 50 puL de PI. As amostras foram incubadas durante 20 minutos a
temperatura ambiente e na auséncia de luz. A intensidade de fluorescéncia do PI foi
medida num citometro de fluxo de focalizacdo acustica Attune® (Applied Biosystems,
Termo Fischer Scientific, Agawam, MA, EUA) no qual foram analisados cerca de 5 mil
eventos por amostra. Para determinar a percentagem de células presentes nas diferentes

fases do ciclo celular recorreu-se ao software FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, OR, EUA).
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6. Andlise da producédo de ROS

A produgéo intracelular de ROS foi detetada por citometria de fluxo usando a sonda
DCFH-DA (diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). Neste ensaio esterases intracelulares clivam os grupos acetato da sonda DCFH-DA
originando um composto nao fluorescente, que na presenca de ROS é oxidado a DCF
(2, 7’-diclorofluoresceina), um composto altamente fluorescente (Rhee et al., 2010). Desta
forma, a intensidade da fluorescéncia emitida pelo DCF é diretamente proporcional a
quantidade de ROS intracelular (Ciapetti et al., 1998).

As células foram semeadas em placas de 12 po¢os nas concentracdes de 60 mil
células/mL (A375) ou 90 mil células/mL (MNT-1), num volume final de 1 mL por poco e
incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de CO,. O meio de cultura foi retirado e as células
foram tratadas com 1 mL de meio de cultura DMEM contendo Chartergellus-CP1 nas
concentracdes de ICx e ICso para uma exposicdo de 24 horas a 37°C e 5% de CO.. As
células correspondentes ao controlo e branco foram apenas tratadas com meio DMEM
completo. Apés o periodo de incubacédo, o meio de cultura de cada pogo foi retirado, as
células foram lavadas com 500 pL de DPBS (1x) e tratadas com 500 yL de meio DMEM
contendo 2% de FBS e DCFH-DA a 10 uM. Aos brancos foi adicionado 500 pL de meio
DMEM suplementado com 2% de FBS, porém sem DCFH-DA. Depois de 30 minutos de
incubacado no escuro a 37°C e 5% de CO., as células foram lavadas com 500 pyL de DPBS
(1x) e a cada poco foi adicionado 150 pL de tripsina-EDTA. ApGs cerca de 5 minutos de
incubacdo a 37°C e 5% de CO,, inativou-se a tripsina, adicionando-se 500 pL de meio
DMEM com 2% de FBS e colheram-se as células para tubos eppendorf. As amostras foram
armazenadas em gelo, protegidas da luz e analisadas num citbmetro de fluxo de
focalizacdo acustica Attune® (Applied Biosystems, Termo Fischer Scientific, Agawam, MA,
EUA) num intervalo de 45 minutos. No citdmetro de fluxo foram analisados cerca de 5 mil
eventos por amostra. Os dados foram analisados no software FlowJo (FlowJo LLC,
Ashland, OR, EUA).

7. Detecédo de apoptose celular

A apoptose celular foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o kit de detecéo de
apoptose Anexina V conjugada com o fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (Anexina
V-FITC) obtido a partir de BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, EUA). A Anexina V € uma
proteina que, na presenca de ides de Ca?*, é capaz de se associar a fosfatidilserina, um
componente fosfolipidico que, em células viaveis, se encontra na face interna da

membrana celular e é translocado para a face externa no inicio do processo apoptético
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(Brumatti et al., 2008; Cao et al., 2011). Juntamente com a Anexina V-FITC foi utilizado o
fluorocromo PI, cuja marcacao depende da perda da integridade da membrana celular,
conforme descrito anteriormente (Deitch et al., 1982). O uso combinado de Anexina V-FITC
e PI permite identificar e quantificar células viaveis (negativas para Anexina V-FITC e PI),
células em apoptose inicial (positivas s6 para Anexina V-FITC), células em apoptose tardia
(positivas para Anexina V-FITC e PI) e células em necrose (positivas s6 para Pl) (Koopman
et al., 1994).

A375 e MNT-1 foram semeadas em placas de 6 pocos na concentracdo de 60 mil
células/mL, num volume final de 2 mL por po¢o e incubadas durante 24 horas a 37°C e 5%
de CO,. Em seguida, o meio de cultura foi substituido por 1 mL de meio DMEM com
Chartergellus-CP1 nas concentracdes de ICx e ICs (relativas a 24 horas de exposicéo).
Como controlo foram utilizadas células apenas tratadas com meio DMEM completo. As
células foram incubadas durante 24 horas a 37°C e 5% de CO.. Posteriormente, o meio de
cultura de cada poco foi retirado e as células foram lavadas com 1 mL de DPBS (1x). A
cada poco foi adicionado 300 uL de tripsina-EDTA e, ap6s cerca de 5 minutos de incubacgéo
a 37°C e 5% de COg, a tripsina foi inativada com 600 uL de meio de cultura. As células
foram coletadas para tubos eppendorf e quantificadas num hemocitometro. As amostras
foram centrifugadas a 300 g durante 5 minutos a 4°C com aceleracdo e desaceleracao
gradual. O sobrenadante foi removido e o pellet de células foi solto com a adicdo de 1 mL
de DPBS (1x) frio. Repetiu-se a centrifugacéo e descartou-se o sobrenadante. As células
foram ressuspensas em tampdo de ligacdo (tampdo que contém Ca?*) ficando na
concentracéo final de 1x10° células/mL. A 100 L de suspensao celular foram adicionados
5 pL de Anexina V-FITC e 5 yL de PI, e as amostras foram incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apés o periodo de incubacdo, 400 pL de
tampdao de ligagdo foram adicionados a cada eppendorf e as amostras foram analisadas
num citbmetro de fluxo de focalizacdo acustica Attune® (Applied Biosystems, Termo
Fischer Scientific, Agawam, MA, EUA) num espaco de 1 hora. No citémetro de fluxo foram
analisados cerca de 10 mil eventos por amostra. Os dados foram analisados no software
FlowJo (FlowJo LLC, Ashland, OR, EUA).
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8. Andlise estatistica

Para todas as experiéncias foram realizados pelo menos dois ensaios
independentes. Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao e
estatisticamente analisados com auxilio do programa SigmaPlot versdo 14.0 (Systat
Software Inc., San José, CA, EUA). Os dados do ensaio de viabilidade celular foram
analisados através do teste one-way ANOVA, seguido pelo teste paramétrico de Dunnett
ou pelo teste ndo paramétrico de Dunn. Os dados dos ensaios de citometria de fluxo foram
comparados utilizando o teste one-way ANOVA com poés-teste de Holm-Sidak. Valores de
p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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IV. Resultados

1. Viabilidade celular

Para avaliar a citotoxicidade de Prolistarina e de Chartergellus-CP1 foi realizado o
ensaio colorimétrico do MTT, no qual as células de melanoma humano A375 e MNT-1
foram expostas durante 24 e 48 horas a concentracfes crescentes de ambos os péptidos
(3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; e 200 pg/mL). Nas Figuras 6 e 7 estdo representados sob
a forma de gréfico os resultados obtidos. Os resultados dos grupos experimentais foram
comparados com os resultados do grupo de controlo (0 ug/mL). De salientar ainda que, 1%
de DMSO (equivalente a concentragdo de 200 pg/mL) ndo exibiu citotoxicidade relevante

e, por isso, estes resultados néo foram apresentados nos graficos das Figuras 6 e 7.

1.1. Efeito de Prolistarina na viabilidade celular

Como se pode observar na Figura 6, no ensaio de 24 horas, as células A375
apresentaram resultados estatisticamente significativos, em relacdo ao controlo, nas
concentracdes 3,125, 6,25, 12,5, 100 e 200 pg/mL de Prolistarina (88,0, 88,9, 90,6, 89,2 e
76,8%, respetivamente). A exposicdo a Prolistarina por 48 horas, diminuiu
significativamente a viabilidade de A375 nas concentracdes de 100 e 200 pug/mL (88,1 e
64,5%, respetivamente) (Figura 6).

Apbs 24 horas de incubacdo das células MNT-1, na presenca de Prolistarina,
observou-se que a viabilidade celular diminuiu significativamente, quando comparada com
o controlo, a partir de 100 pg/mL (93,9%), atingindo na concentracdo de 200 pg/mL um
valor de viabilidade celular de 86,3%. J& no ensaio de 48 horas, observou-se uma reducéo
da viabilidade de MNT-1, em comparagéo com o controlo, porém sem significado estatistico
(Figura 6).
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Figura 6 - Viabilidade das células A375 e MNT-1 apds 24 e 48 horas de exposicédo a diferentes
concentracdes de Prolistarina. Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrédo
de duas experiéncias independentes. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas relativamente ao controlo (0O pg/mL) para p < 0,05 e estdo devidamente identificadas
com * (24 horas) ou # (48 horas).

1.2. Efeito de Chartergellus-CP1 na viabilidade celular

Segundo a Figura 7, as células A375 tratadas por 24 horas com concentragfes de
Chartergellus-CP1 no intervalo de 6,25 a 200 pg/mL tiveram uma reducgéo estatisticamente
significativa na viabilidade celular, relativamente ao controlo, de 90,4 a 21,6%,
respetivamente. No ensaio de 48 horas, observou-se que para concentragfes de
Chartergellus-CP1 superiores ou iguais a 25 pg/mL a viabilidade de A375 diminuiu
significativamente, quando comparada com o controlo (85,2, 18,6, 20,5 e 17,0% para as
concentragdes de 25, 50, 100 e 200 pg/mL, respetivamente) (Figura 7).

No que diz respeito a linha celular MNT-1 verificou-se que, apés 24 horas de
tratamento com Chartergellus-CP1, ocorreu um decréscimo estatisticamente significativo
na viabilidade celular, relativamente ao controlo, desde 50 pg/mL, com valores de
viabilidade celular de 33,9, 24,8 e 23,1%. Uma resposta analoga foi observada no ensaio
de 48 horas, com resultados estatisticamente significativos nas concentra¢des de 50, 100
e 200 pg/mL de Chartergellus-CP1 (33,1, 30,4 e 26,3%, respetivamente) (Figura 7).
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Figura 7 - Viabilidade das células A375 e MNT-1 apds 24 e 48 horas de exposicédo a diferentes
concentracdes de Chartergellus-CP1. Os resultados estao apresentados como média + desvio
padrédo de duas experiéncias independentes. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas relativamente ao controlo (0O pg/mL) para p < 0,05 e estdo devidamente identificadas
com * (24 horas) ou # (48 horas).

A partir do programa SigmaPlot versdo 14.0, foi determinada a ICso de
Chartergellus-CP1 em ambas as células para as 24 e 48 horas de tratamento (Tabela 1).
Contudo, apenas o periodo de exposicdo de 24 horas foi utilizado nos ensaios
subsequentes de avaliagdo dos mecanismos de citotoxicidade devido a semelhanca

existente nos resultados obtidos nos dois tempos de exposi¢ao.

Tabela 1 - ICso (ug/mL) de Chartergellus-CP1 nas células de melanoma humano apés 24 e 48
horas de tratamento.

IC /mL
Linha celular 0 (g )

24 horas 48 horas
A375 40,50 + 4,01 37,88 £ 2,50
MNT-1 51,55 + 5,48 51,99 + 8,56

Adicionalmente, através dos valores de ICsy de Chartergellus-CP1 foram
determinados os valores de ICy em cada linha celular para as 24 horas de exposicao
(17,41 pg/mL ou 20,03 pg/mL, no caso de A375 ou MNT-1, respetivamente).

2. Efeito de Chartergellus-CP1 no ciclo celular

O efeito de Chartergellus-CP1 na progresséo do ciclo celular foi investigado como
possivel causa da citotoxidade observada no ensaio do MTT. Para tal, as células A375 e
MNT-1 foram incubadas durante 24 horas com as suas respetivas ICx e ICs de
Chartergellus-CP1 e os perfis do ciclo celular foram analisados por citometria de fluxo
utilizando a sonda PI. Os resultados obtidos estéo representados na Figura 8. O grupo de

controlo (sem tratamento) serviu para comparagdo com os restantes grupos (ICzo € ICsp).
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Apoés 24 horas de incubacdo com Chartergellus-CP1, a percentagem de células
A375 em fase GO/G1l aumentou ligeiramente de 49,2% (controlo) para 49,7% (I1Czo),
diminuindo em seguida para 42,2% (ICso). Na fase S, observou-se um ligeiro decréscimo
de 37,9% (controlo) para 36,9% (ICx), seguido por um acréscimo para 41,4% (ICso).
Contudo, apenas na fase G2/M foi possivel observar diferencas estatisticamente
significativas, relativamente ao controlo (13,0%), tendo-se verificado um aumento com
significado estatistico na proporcéo de células A375 em fase G2/M quando expostas a ICso
(16,4%) (Figura 8).

Na linha celular MNT-1 n&o se verificaram diferencas estatisticamente significativas
comparativamente com o controlo (p > 0,05). Ap6s 24 horas de exposi¢ao a Chartergellus-
CP1, uma reducao na percentagem de células MNT-1 ocorreu na fase GO/G1 de 54,1%
(controlo) para 51,1% (ICso). A percentagem de células MNT-1 em fase S aumentou de
32,4% (controlo) para 34,6% (IC2) e diminuiu para 29,8% (ICso). Além disso, um ligeiro
acumulo de células MNT-1 em fase G2/M foi observado do controlo (14,4%) para a ICso
(15,3%) (Figura 8).
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Figura 8 - Distribuicao das células A375 e MNT-1 nas diferentes fases do ciclo celular apds
24 horas de exposicao a Chartergellus-CP1. Os resultados estdo apresentados como média +
desvio padrdo de duas experiéncias independentes. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas relativamente ao controlo (sem tratamento) para p < 0,05 e estdo
identificadas com *.

3. Efeito de Chartergellus-CP1 na producado de ROS intracelular

Com o intuito de analisar se 0 mecanismo de acdo de Chartergellus-CP1 dependia
da producdo de ROS, as células A375 e MNT-1 foram incubadas por 24 horas com
concentracdes correspondentes a ICx e ICso de Chartergellus-CP1 e a presenca de ROS
intracelular foi detetada por citometria de fluxo, através do uso da sonda DCFH-DA. Os
resultados que se obtiveram estdo demonstrados na Figura 9. O grupo de controlo (sem

tratamento) serviu para comparagdo com o0s grupos experimentais (ICxo e 1Csp).
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Para ambas as linhas celulares, verificou-se que os niveis de ROS intracelulares
mostraram uma tendéncia de aumento com a concentracao de Chartergellus-CP1, embora

sem significado estatistico (alcan¢cando na ICso 0 valor de 1,5%) (Figura 9).
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Figura 9 - Percentagem relativa de ROS nas linhas celulares A375 e MNT-1 ap6s 24 horas de
exposicao a Chartergellus-CP1. Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrao
de duas experiéncias independentes.

4. Efeito de Chartergellus-CP1 na apoptose celular

A fim de analisar o possivel envolvimento da apoptose celular no mecanismo de
citotoxicidade de Chartergellus-CP1, as células A375 e MNT-1 foram expostas por 24 horas
a este péptido nas concentracdes de ICx e ICso € as populagbes de células viaveis, em
apoptose e necrose foram detetadas por citometria de fluxo, utilizando para tal a
combinacdo de Anexina V-FITC e PI. Na Figura 10 estdo representados graficamente os
resultados obtidos para ambas as células. Os resultados dos grupos experimentais (ICx €
ICs0) foram comparados com os resultados do grupo de controlo (sem tratamento).

Segundo a Figura 10, apdés 24 horas de tratamento com Chartergellus-CP1,
verificou-se que a percentagem de células A375 viaveis (A-Pl-) diminuiu a medida que a
concentracdo de Chartergellus-CP1 aumentou, ou seja, de 89,9% (controlo) para 86,7%
(IC20) e 83,0% (ICsp), todavia s6 as células tratadas com a ICsp exibiram um resultado
estatisticamente significativo em relag@o ao controlo. Foi ainda possivel observar que apos
o tratamento com Chartergellus-CP1, a percentagem de células A375 em apoptose inicial
(A+PI1-) aumentou significativamente, relativamente ao controlo (3,0%) nas células
expostas a ICso (8,1%). Também, a percentagem de células A375 em apoptose tardia
(A+PI1+) mostrou uma tendéncia de aumento de 7,2% (controlo) para 8,9% (IC2x) e 8,4%
(ICs0), contudo a diferenca néo foi estatisticamente significativa comparativamente com o
controlo (Figura 10).
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No que diz respeito a linha celular MNT-1, a percentagem de células viaveis (A-PI-
) reduziu conforme a dose de Chartergellus-CP1 aumentou, tal como as células A375, com
diferencas estatisticamente significativas relativamente ao controlo (76,1%), na ICso
(53,0%). Verificou-se ainda que o aumento da concentracéo de Chartergellus-CP1 induziu
0 aumento da percentagem de células MNT-1 em apoptose inicial (A+PI-), apresentando
na ICso (34,2%), um resultado estatisticamente significativo em relacéo ao controlo (7,2%).
Foi também observado uma tendéncia de aumento sem significado estatistico, em relacao
ao grupo de controlo (11,5%), da percentagem de células em apoptose tardia (A+PI+) na
IC20 (15,8%) e ICso (11,7%) de Chartergellus-CP1 (Figura 10).
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Figura 10 - Percentagem de células A375 e MNT-1 vidveis (A-Pl-), em apoptose inicial (A+PI-),
em apoptose tardia (A+Pl+) e em necrose (A-Pl+) apdés 24 horas de incubacdo com
Chartergellus-CP1. A e PI representam Anexina V-FITC e iodeto de propidio, respetivamente. Os
resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo de duas experiéncias independentes.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas relativamente ao controlo (sem
tratamento) para p < 0,05 e estdo identificadas com *.
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V. Discussao

Resultados de diversos estudos demonstraram o potencial antitumoral de muitos
venenos de origem animal. Assim, no presente estudo, foram investigados os efeitos de
dois péptidos de venenos de vespas, Prolistarina e Chartergellus-CP1, em células de
melanoma humano A375 e MNT-1.

A375 é uma linha celular de melanoma cutdneo amelandtico primario que apresenta
mutagdes nos genes BRAF e CDKNZ2, associadas a danos no DNA induzidos pela radiagéo
UV (Avram et al., 2017; Candido et al., 2014). MNT-1 corresponde a uma linha celular de
melanoma pigmentado metastatico que possui melanossomas maduros em estadio Il e IV
(Chen et al., 2006, 2009; Cuomo et al., 1991).

Para avaliar os efeitos na viabilidade celular, as células A375 e MNT-1 foram
tratadas com diferentes concentragfes de Prolistarina e Chartergellus-CP1 por 24 e 48
horas.

Prolistarina mostrou reduzida atividade citotoxica nas duas linhas celulares, pois
néo foi possivel obter uma curva de dose resposta para concentra¢des inferiores ou iguais
a concentragdo maxima em estudo (200 pg/mL) que permitisse calcular a ICsq €, portanto,
este péptido foi excluido nos ensaios de avaliagdo dos mecanismos de citotoxicidade
(Figura 6).

Por outro lado, Chartergellus-CP1 apresentou citotoxicidade significativa nas
células A375 e MNT-1, de maneira dependente da dose e praticamente independente do
tempo de exposi¢do, diminuindo de forma drastica a viabilidade celular, até cerca de 20%,
nas concentragdes mais altas em estudo (50, 100 e 200 pg/mL) (Figura 7). Além disso, de
acordo com a Tabela 1, os valores de ICso para as células A375 foram de 40,50 pg/mL para
as 24 horas e 37,88 pg/mL para as 48 horas (correspondendo a 32,66 e 30,55 uM,
respetivamente) e para as células MNT-1 foram de 51,55 pg/mL para as 24 horas e 51,99
pug/mL para as 48 horas (correspondendo a 41,58 e 41,93 uM, respetivamente). Portanto,
as ceélulas A375 apresentaram valores de ICso inferiores aqueles que se observam para as
células MNT-1, demonstrando por isso ser mais sensiveis ao tratamento com
Chartergellus-CP1. Isto pode ser explicado pela falta de melanima nas células A375, ja que
a resisténcia a terapéutica no melanoma também tem sido associada a presenca de
melanina (Pawlikowska et al., 2021). Estes resultados estdo de acordo com Soares et al.
(2022), onde Chartergellus-CP1 exibiu atividade citotoxica significativa de forma
dependente da dose em duas linhas celulares de cancro da mama humano, MCF-7 (luminal
A) e MDA-MB-231 (triplo-negativo), com valores de ICsy de 37,89 e 44,36 pg/mL,

respetivamente, apés 24 horas de exposicao (correspondendo a 30,56 e 35,78 uM,
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respetivamente). Os mesmos autores observaram ainda que Chartergellus-CP1 reduziu
significativamente e radicalmente a viabilidade das células MDA-MB-231 a partir da
concentracao de 50 pg/mL (Soares et al., 2022).

Como supracitado, na introducdo, existe uma grande possibilidade de que
Chartergellus-CP1 seja um composto da classe dos quimiotéticos, dada a sua semelhanca
estrutural com Polybia-CP, um péptido quimiotatico isolado do veneno da vespa Polybia
paulista (Lopes et al., 2021). Os péptidos quimiotaticos possuem, geralmente, a
capacidade de quimiotaxia para leucdcitos polimorfonucleares e macrofagos (Souza et al.,
2005). Os péptidos quimiotaticos podem ainda desempenhar um papel importante na
terapia antitumoral, dado que em concentragcbes mais elevadas podem estimular os
leucocitos e os macrofagos a desenvolverem citotoxicidade (Li et al., 2005). Além disso, ja
foram realizados alguns estudos sobre o potencial antitumoral de Polybia-CP. Wang et al.
(2011) investigaram o potencial antitumoral de Polybia-CP em linhas celulares humanas
de cancro da bexiga (BIU-87) e de cancro da prostata (PC-3), obtendo valores de ICso de
17,84 e 11,01 pM, respetivamente, apos 24 horas de exposicao. Torres et al. (2020)
avaliaram a atividade anticancerigena de Polybia-CP e de seus derivados sintéticos em
linhas celulares humanas de cancro da mama (MCF-7), de cancro do figado (HepG2), de
melanoma (SK-MEL) e de neuroblastoma (SH-SY5Y). Torres et al. (2020) relataram que
as propriedades fisico-quimicas responsaveis pela atividade antitumoral de Polybia-CP e
de seus derivados foram a helicidade, a carga liquida e a hidrofobicidade.

Estudos anteriores também mostraram a eficécia citotoxica e antitumoral de outros
péptidos de veneno de vespa. O péptido Mastoparano obtido do veneno da vespa Vespula
lewisii, mostrou atividade citotéxica de maneira dependente da dose em varias células
cancerigenas, inclusive em células de melanoma metastatico humano (A2058) e células
de melanoma murino (B16F10-Nex2), com valores de ICso de 140 e 165 uM,
respetivamente, apdés 24 horas de exposicao, observando-se uma maior resisténcia ao
tratamento em células nédo tumorais (de melanécitos murinos [Melan-a] e de queratindcitos
humanos [HaCaT]) que apresentaram valores de ICso de 411,5 e 428 uM, respetivamente
(de Azevedo et al., 2015). Wang et al. (2008) relataram que o péptido Polybia-MPI do
veneno da vespa Polybia paulista apresentou atividade citotdxica e antiproliferativa de
maneira dependente da concentracdo em linhas celulares humanas de cancro da préstata
(PC-3) e cancro da bexiga (BIU-87 e EJ), com valores de ICs de 64,68, 52,16 e 75,51 uM,
respetivamente, apos 24 horas de exposi¢cdo, sem demonstrar citotoxicidade na linha

celular ndo tumoral de fibroblastos murinos NIH3T3.
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Os mecanismos responsaveis pelos efeitos citotoxicos de Chartergellus-CP1 foram
investigados, utilizando a citometria de fluxo para analisar o ciclo celular, a producdo de
ROS e a apoptose nas células A375 e MNT-1 apds o tratamento com a ICy e I1Cs durante
24 horas.

O ciclo celular € um processo constituido por duas fases, a interfase (GO, G1, S e
G2) e a mitose, que culminam na divisdo das células (Fang et al., 2019). O ciclo celular é
regulado por mecanismos moleculares especificos que preservam a integridade do
genoma, induzindo a paragem do ciclo celular quando sdo detetados danos no DNA.
Dependendo do tipo de dano e fase do ciclo celular em que o dano é detetado, € feita a
reparacao do DNA ou entdo é desencadeada a morte celular (Pavey et al., 2013; Sanchez
& Dynlacht, 2005). Contudo, as células cancerigenas apresentam um ciclo celular
desregulado que é responsavel pela proliferacdo celular descontrolada (Hanahan &
Weinberg, 2011). Assim, a paragem do ciclo celular é considerada uma estratégia eficaz
para o tratamento do cancro (Diaz-Moralli et al., 2013).

O tratamento com a ICso de Chartergellus-CP1 aumentou significativamente o
namero de células A375 acumuladas na fase G2/M do ciclo celular, em relacéo ao controlo,
indicando que o péptido induziu a paragem da fase G2/M, possivelmente devido a
existéncia de danos no DNA (Figura 8). Estudos anteriores relataram um efeito semelhante.
Por exemplo, Guo et al. (2022) observaram que o péptido Smp24 derivado do escorpido
Scorpio maurus palmatus causou a paragem do ciclo celular nas fases S e G2/M em células
de adenocarcinoma pulmonar humano (A549). Também Elrefay et al. (2019) mencionaram
gue o veneno da abelha Apis mellifera e os seus constituintes (Fosfolipase A2 e o péptido
Melitina) pararam o ciclo celular na fase G2/M em células de adenocarcinoma da préstata
humano (PC-3). No entanto, Soares et al. (2022) relataram que Chartergellus-CP1 induziu
a paragem do ciclo celular na fase S em células de cancro da mama humano (MCF-7 e
MDA-MB-231), ap0s exposicdo a ICs,. No presente estudo, o tratamento com
Chartergellus-CP1 nao causou efeito significativo nas células MNT-1 (Figura 8).

Existe uma relacdo entre 0 cancro e o stress oxidativo (excesso de ROS) (Prasad
et al., 2017). O aumento dos niveis de ROS nas células cancerigenas pode ocorrer em
consequéncia de diversos mecanismos, tais como ativagcdo de oncogenes, inativacao de
genes supressores de tumor, metabolismo elevado e mau funcionamento mitocondrial
(Waris & Ahsan, 2006). Porém, quando os niveis de ROS nas células cancerigenas
atingem um certo valor incompativel com a sobrevivéncia celular, podem induzir danos

celulares graves e morte celular (de Sa Junior et al., 2017; Dharmaraja, 2017; Perillo et al.,
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2020). Assim, potenciar o aumento dos niveis de ROS intracelulares pode ser uma
estratégia no tratamento do cancro (Trachootham et al., 2009).

No estudo atual, verificou-se que as linhas celulares A375 e MNT-1 tratadas com
Chartergellus-CP1 exibiram um aumento na producdo de ROS intracelular, visivelmente
maior no tratamento com a ICsp, contudo sem significado estatistico (Figura 9). Resultados
semelhantes com Chartergellus-CP1 foram obtidos por Soares et al. (2022), em que foi
verificado um aumento significativo, dependente da concentracdo, dos niveis de ROS
intracelulares em células de cancro da mama humano (MCF-7 e MDA-MB-231). Também
0 veneno da vibora Vipera latastei aumentou os niveis de ROS intracelulares na linha
celular de melanoma humano (MNT-1) (da Silva, 2019). Um outro estudo mostrou que uma
toxina do veneno da vibora Vipera lebetina turanica promoveu a producdo de ROS e,
consequentemente a ativacdo da apoptose em células de cancro do coélon humano
(HCT116 e HT-29) (Park et al., 2012).

A morte celular por apoptose é um processo que envolve varias alteracbes
fisiolégicas (entre as quais, a externalizacdo da fosfatidilserina), e pode ser ativado, por
exemplo, em resposta ao stress oxidativo (Elmore, 2007; Lin et al., 2018).

Aqui, tanto as células A375 como as células MNT-1 mostraram um aumento
significativo nas células em apoptose inicial, em comparacdo com o controlo, apés o
tratamento com a ICso de Chartergellus-CP1 (Figura 10). Resultados semelhantes com este
péptido foram observados por Soares et al. (2022) em linhas celulares humanas de cancro
da mama (MCF-7 e MDA-MB-231). A ativacdo de apoptose é também demonstrada em
outros estudos na area dos venenos de origem animal. O péptido Nubein6.8 isolado do
veneno da cobra Naja nubiae induziu apoptose em células de melanoma humano (A375)
e células de carcinoma do ovario humano (A2780) (Abdel-Ghani et al., 2019). Wu et al.
(2018) demonstraram que o péptido VACPL1 isolado do veneno da Vespa ducalis induziu

apoptose na linha celular humana de osteossarcoma MG-63.

38



VI. Conclusao

Resumidamente, o péptido Prolistarina apresentou uma baixa citotoxicidade em
linhas celulares humanas de melanoma (A375 e MNT-1). Ja o péptido Chartergellus-CP1
mostrou uma elevada citotoxicidade dependente da concentracdo nas células A375 e MNT-
1. A citotoxicidade de Chartergellus-CP1 esté refletida na paragem do ciclo celular em fase
G2/M nas células A375, na tendéncia de aumento da producdo de ROS intracelular e na
apoptose observada nas células A375 e MNT-1.

Embora seja necessario realizar estudos in vivo, o péptido Chartergellus-CP1 pode
representar uma nova estratégia terapéutica e desempenhar um papel potencial no
tratamento do melanoma. No entanto, devem ser realizados mais estudos para melhor
compreensdo dos mecanismos de agao responsaveis pela citotoxicidade de Chartergellus-
CP1, bem como estudos utilizando linhas celulares ndo tumorais de forma a estudar a
especificidade de Chartergellus-CP1 e, adicionalmente, estudos sobre o potencial

antimetastético e antiangiogénico de Chartergellus-CP1.
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