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Impacto potencial desta pesquisa

Impacto cientifico esperado: Espera-se que 0s resultados encontrados neste estudo

gerem novos conhecimentos sobre o potencial antitumoral da melitina, além de
impulsionar novos estudos com esse composto que ainda é pouco explorado frente as
suas diversas propriedades, ndo apenas antitumorais, mas também antimicrobianas,
antiparasitérios, anti-inflamatdrias e antifangicas.

Impacto social esperado: A busca por novos farmacos antitumorais visa sobretudo

melhorar a sobrevida dos pacientes oncoldgicos, além de diminuir os efeitos colaterais
dos quimioterapicos preconizados, atuando em associacdo ou isolados, com isso
levando também a uma melhor qualidade de vida e bem estar nesse periodo critico
tanto dos pacientes humanos quanto em animais. Destaca-se ainda 0 menor potencial
de contaminacdo ambiental e humana, pela menor manipulacdo de quimioterapicos,
sabidamente toxicos para 0 meio ambiente e pessoas.

Impacto econdmico: O desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de

neoplasias, principalmente os derivados de plantas e venenos animais podem ser uma
alternativa mais econdémica, visto que alguns dos farmacos comercializados
atualmente para este fim sdo de alto valor agregado. Com isso, o desenvolvimento a
partir de compostos encontrados na natureza é uma Otima op¢do para otimizar 0s
precos da producdo desses medicamentos, além da possibilidade de gerar patentes

sobre o desenvolvimento de farmacos.
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RESUMO

O osteossarcoma (OSA) canino é uma neoplasia de origem mesenquimal responsavel
por cerca de 80% dos tumores primarios 6sseos malignos. O OSA possui alta
agressividade local, levando a destruicdo 6ssea, além de grande capacidade metastatica
tanto regional, quanto & distancia. Nos Ultimos anos, houve um aumento nos estudos
de biotoxinas, como a melitina, um composto extraido de veneno da abelha Apis
mellifera que j& foi estudada e demonstrou significativa eficacia citotoxica em
diferentes linhagens tumorais humanas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial antitumoral da Melitina, em linhagens celulares de osteossarcoma canino,
murino e humano in vitro em cultivo 2D e 3D. A melitina exerceu efeito citotoxico,
apresentando uma ICso entre 1,5 e 2,5ug/ml. Inibiu a migragdo no teste de Wound
Healing, além de impedir a migracéo e invaséo celular no teste de Transwell, em doses
a partir de 0,5ug/ml, apresentando morte celular por marcagéo de lodeto de propideo,
nas trés linhagens celulares. A melitina tambem apresentou citotoxicidade em modelo
3D de osteosferas, com uma ICso maior quando comparado ao cultivo 2D, ficando
entre 3,5 e 4,0ug/ml. Com isso, concluimos que a melitina possui propriedades anti
tumorais, além de diminuir a migracdo e invasao celular, em cultura de células de
osteossarcoma de diferentes espécies. Este estudo abre novas perspectivas para o0 uso

da melitina in vivo para o tratamento de osteossarcoma canino e humano.

Palavras-chave: Oncologia comparada. Compostos naturais. Medicina translacional.
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ABSTRACT

Canine osteosarcoma (OSC) is a neoplasm of mesenchymal origin responsible for
around 80% of primary malignant bone tumors. OSC has high local aggressiveness,
leading to bone destruction, in addition to great metastatic capacity, both regionally
and remotely. In recent years, there has been an increase in studies of biotoxins, such
as tMelittin, a compound extracted from Apis Mellifera bee venom, has already been
studied and demonstrated significant cytotoxic efficacy in different human tumor cell
lines. This work aimed to evaluate the antitumor potential of Melitin in canine, murine,
and human osteosarcoma cell lines in vitro in 2D and 3D cultures. Melittin exerted a
cytotoxic effect, presenting an 1Cso between 1.5 and 2.5ug/ml. Inhibited migration in
the Wound Healing test, in addition to preventing cell migration and invasion in the
Transwell test, at doses starting from 0.5ug /ml, showing cell death by propidium
iodide labeling, in all three cell lines. Melittin also showed cytotoxicity in a 3D model
of osteospheres, with a higher 1Cs0 when compared to 2D culture, ranging between 3.5
and 4.0pg/ml. With this, we conclude that melittin has antitumor properties and
reduces cell migration and invasion in cultures of osteosarcoma cells from different
species. This study opens new perspectives for the use of melittin in vivo for the

treatment of canine and human osteosarcoma.

Keywords: Comparative oncology. Natural compounds. Translational medicine.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve significativo aumento no numero de diagnosticos
de neoplasias, tanto em humanos quanto em animais, com isso 0correu um crescimento
na busca por modelos de estudos para oncologia comparada, como por exemplo, 0s
modelos murinos. Apesar de serem de grande importancia nos estudos de cascata
metastaticas e efeitos adversos de quimioterapicos, eles apresentam limitagcBes em
diversos aspectos. Neste contexto vém ganhando destaque os modelos caninos, que
compartilham diversas caracteristicas com os tumores humanos, como por exemplo, a
ocorréncia espontanea de diferentes tipos de neoplasias, metastases, resisténcia aos
quimioterapicos, além de compartilharem caracteristicas como prognostico e
sobrevida, tornando-os valiosos modelos no &mbito da oncologia comparada.

O osteossarcoma € uma neoplasia 0ssea agressiva, tanto em humanos quanto
em cées, por apresentar altas taxas metastaticas, além de resisténcias as terapias
convencionais, tendo um prognostico reservado e diminuta sobrevida, e por
compartilham as mesmas caracteristicas com 0s osteossarcomas humanos, 0s cées se
destacam como modelos nos estudos deste tipo de neoplasia. O progndstico reservado
dos osteossarcomas, decorrentes sobretudo das resisténcias as terapias convencionais,
nos levam a busca por alternativas terapéuticas, especialmente de compostos naturais,
tanto advindo de plantas, quanto de veneno de animais, como por exemplo o veneno
de abelha, um composto biologicamente ativo composto predominantemente pela
Melitina, um peptideo com propriedades terapéuticas de interesse, como por exemplo
sua propriedade antitumoral.

O crescente numero de diagndsticos de neoplasias, como 0s osteossarcomas,
que apresentam prognastico reservado sobretudo devido a metastases e resisténcias as
terapias convencionais, somado ao fato do cdo ser um excelente modelo de estudo na
oncologia comparada, aliado ao fato da melitina ja ter apresentados propriedades tanto
antitumorais quanto anti metastaticas, faz desse estudo promissor para a utilizacao da

melitina futuramente na manipulacao de possiveis farmacos antitumorais.
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a proliferacdo de células SMMC-7721, linhagem de hepatoma humano. No estudo de
Daniluk et al. (2020), a melitina inibiu a motilidade e invasdo celular induzida por
EGF (Fator de Crescimento Epidermal), das células MCF-7 e MDA-MB-231, ambas
linhagens de tumor mamario humano.

Apesar dos multiplos efeitos imunomoduladores da melitina, ela apresenta uma
estreita faixa de seguranca, onde a dose antitumoral também promove hemolise. 1sso
pode ser considerado um entrave no uso e distribuicdo da substancia no organismo,
com desafios na realizagdo de ensaios clinicos. Visando sanar esse entrave no uso
clinico, sistemas nanotecnoldgicos de distribuicdo da melitina estdo sendo amplamente
utilizados. Os principais exemplos sdo os testes com carreadores lipidicos (como
nanoparticulas lipidicas, discos lipidicos, nanoparticulas conjugadas - lipidios e
lipossomas), carreadores inorganicos (nanoparticulas de perfluorocarbono e pontos
quanticos) e carreadores poliméricos (nanoparticulas de p-ciclodextrina e
nanoparticulas PLGA) que reduzem a toxicidade da melitina e oferecem a
possibilidade de direciona-la para os locais intencionados (DANILUK et al., 2020; YU
et al., 2020).

O aumento da incidéncia de neoplasias nas espécies humana e canina, quer sejam
pelas influéncias ambientais, genéticas ou epigenéticas, aliadas a resposta nao
adequada de alguns pacientes as atuais terapias em promover a remissao do quadro e
garantir qualidade de vida com menores efeitos colaterais, a busca por alternativas
deve ser estudada (LYU et al., 2019). Nesse contexto, a melitina ganha destaque, ja
sendo evidenciada como uma substancia de potenciais efeitos antitumorais, e
especialmente anti-metastaticos, em diversos modelos in vitro de neoplasias humana.
Até onde sabemos, ainda ndo existem pesquisas similares em modelos in vitro canino
que atualmente é um dos mais importantes modelos de oncologia comparada e

translacional.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

Com este estudo pudemos confirmar as hipéteses do potencial antitumoral da melitina,
estando de acordo com diversos estudos realizados anteriormente. Além do potencial
citotoxico a melitina exibiu potencial antiproliferativo e anti-invasivo que é de grande
importancia no contexto das neoplasias, principalmente o osteossarcoma, devido a
suas altas taxas metastaticas.

Pesquisas como essa abrem caminho para a busca de novos compostos que possam ser
utilizados no tratamento do céancer, que apesar dos avan¢os nas pesquisas ainda
continua sendo uma doenca devastadora, esperamos que novas pesquisas sejam
realizadas, de maneira mais aprofundada, para que os mecanismos de acdo sejam
elucidados, estudos in vivo possam ser realizados com a utilizacdo de nanocarreadores,
utilizando das diversas tecnologias ja disponiveis atualmente.

Com isso, que possamos caminhar rumo a melhores tratamentos, com menores efeitos
colaterais, melhor qualidade e maior tempo de sobrevida para os pacientes
oncoldgicos, tanto humanos quanto os animais de companhia, que ainda sofrem as
consequéncias dos tratamentos atuais, frente a diversos tipos de neoplasias pouco

responsivas.
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