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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Espera-se que este trabalho contribua com impacto cientifico a partir dos resultados
obtidos, auxiliando em novas pesquisas com o objetivo de se desenvolver novos
agentes mais efetivos no tratamento de céncer, que € uma das maiores causas de
morte no mundo e que dessa forma, futuramente, possa gerar impacto social, visando
melhorar a qualidade de vida de pacientes oncoldgicos, que muitas vezes € afetada
devido aos tratamentos pouco seletivos. Além disso, ao abordar a sintese e estudos
de moléculas que futuramente possam contribuir para a producado de farmacos, o
trabalho tem potencial impacto econémico. O impacto esperado para este trabalho se
relaciona com o Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Agenda 2030

ONU, numero 3, Saude e Bem-Estar e numero 9, Industria, Inovagéao e Infraestrutura.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Based on the obtained results, this work is expected to make a scientific contribution
by supporting future research aimed at developing more effective agents for the
treatment of cancer, which remainsaleading cause of death worldwide. Consequently,
it aims to generate future social impact by improving the quality of life of cancer
patients, which is often compromised by the low selectivity of current treatments.
Furthermore, by addressingthe synthesis and study of moleculesthat could contribute
to pharmaceutical production,thiswork holds potential economic impact. The potential
impact of this study aligns with the UN Agenda 2030 Sustainable Development Goals
(SDGs), specifically Goal 3 (Good Health and Well-being) and Goal 9 (Industry,
Innovation, and Infrastructure).
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“‘Depois do medo, vem 0 mundo.”

(Clarice Lispector)



RESUMO

O cancer é uma das maiores causas de morte no mundo atualmente e um grande
desafio, visto que as terapias tradicionais como quimioterapia e radioterapia causam
diversos efeitos colaterais, além do desenvolvimento de resisténcia celular. Dessa
forma, a busca por agentes antitumorais mais efetivos é crescente e os peptideos
antitumorais surgem como alternativas interessantes, sendo ferramentas promissoras
na pesquisa. Um peptideo bem descrito na literatura, derivado do veneno da abelha
europeia Apis mellifera, chamado Melitina, possui agao antitumoral, porém, nao é
seletivo, ou seja, apresentatoxicidade tanto para células normais como tumorais, bem
como capacidade hemolitica em baixas concentracbes, o que impede a sua
implementacgao clinica. Por essa razédo, o desenho de peptideos analogos com o
intuito de se obter moléculas mais seletivas e com atividades comparaveis € uma
alternativa de pesquisa. Dessa forma, o presente trabalho avaliou a agao antitumoral
e a toxicidade da Melitina e dos analogos MCF, MCFA e TT-1, bem como, de novos
analogos desenhados a partir de desenho reacional de moléculas, com o intuito de se
obter um agente anticancer seletivo, com menor toxicidade contra os eritrocitos e
células normais. Para tanto, os peptideos Melitina, MCF, MCFA, TT-1, FKW e WKW
foram sintetizados por sintese de peptideos em fase sélida, purificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, caracterizados por espectrometria de massas
e analisados em relagdo a viabilidade celular pela técnica MTT e sobrevivéncia
clonogénica. Os peptideos foram sintetizados e caracterizados com eficiéncia, e a
partir dos resultados obtidos nos ensaios de atividade hemolitica e viabilidade celular,
demonstraram menor toxicidade em linhagemnao tumoral em comparagao a Melitina,
pelo ensaio clonogénico, foi observado que o tratamento com os peptideos n&o altera
de forma significativa a formacao de col6nias das linhagens testadas. Dessa forma,
as modificagdes realizadas resultaram em peptideos expressivamente menos téxicos
para células saudaveis que a molécula original e os peptideos FKW e WKW
apresentaram o melhorpotencial. Espera-se que os resultados possam contribuirpara

o desenvolvimento de novos farmacos mais efetivos para o tratamento de cancer.

Palavras-chave: peptideos; peptideos-sintese; agentes antineoplasicos; células

cancerosas.



ABSTRACT

Cancer is currently one of the leading causes of death worldwide and represents a
major challenge, as traditional therapies such as chemotherapy and radiotherapy
cause severe side effects and lead to the development of cellular resistance.
Therefore, the search for more effective antitumoragents is increasing,and anticancer
peptides have emerged as interesting alternatives, representing promising tools in
research. Melittin, a well-described peptide, derived from the venom of the European
honeybee Apis mellifera, possesses antitumor activity. However, it lacks selectivity,
exhibiting toxicity toward both normal and tumor cells, as well as hemolytic capacity at
low concentrations, which prevents its clinical implementation. For this reason, the
design of peptide analogues aimed at obtaining more selective molecules with
comparable activities represents a viable research strategy. Thus, the present study
evaluated the antitumor activity andtoxicity of Melittin and the analogues MCF, MCFA,
and TT-1, as well as new analogues developed through rational molecular design,
aimingto obtain a selective anticanceragent with reduced toxicity againsterythrocytes
and normal cells. To this end, the peptides Melittin, MCF, MCFA, TT-1, FKW, and
WKW were synthesized using solid-phase peptide synthesis, purified by high-
performance liquid chromatography, characterized by mass spectrometry, and
analyzed for cell viability using the MTT assay and clonogenic survival. The peptides
were efficiently synthesized and characterized. Results from hemolytic activity and cell
viability assays demonstrated lower toxicity in non-tumor cell lines compared to
Melittin; however, the clonogenic assay indicated that treatment with the peptides did
not significantly alter colony formation in the tested cell lines. In conclusion, the
structural modifications resulted in peptides that were significantly less toxic to healthy
cells than the original molecule, with the FKW and WKW peptides exhibiting the
greatest potential. These results are expected to contribute to the developmentof new,

more effective drugs for cancer treatment.

Keywords: peptides; peptides-synthesis; antitumor agents; cancer cells.
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1 INTRODUGAO

O cancer pode ser compreendido através de fatores genéticos e epigenéticos,
além de fatores ambientais, que afetam o desenvolvimento normal das células,
ocasionando mutagdes e proliferacdo desordenadas. As neoplasias podem ocorrer
em qualquertecido do corpo, existindo diversos tipos diferentes (Almeida et al., 2005,
Hanahan, 2022).

As causas de morte envolvendo o cancer estdo associadas a metastase, que é
o crescimento desordenado de células anormais de um tecido, apresentando
capacidade de invasao de outros tecidos e érgéos por meios de vasos sanguineos e
linfaticos (Kalita; Saviola; Mukherjee, 2021).

As neoplasias sdo consideradas um dos maiores problemas de saude publica
do mundonoséculo XXl, sendoa segundamaior causade morte (Wu; Xia; Lin, 2024).
Nesse sentido, em 2022 ocorreram cerca de 20 milhdes de novos casos de cancer,
além de 9.7 milhdes de mortes, considerando os casos de cancer de pele nao
melanoma. Mundialmente, em 2022, o cancer de pulmao foi o mais incidente, sendo
responsavel por 2.5 milhdes de casos, seguido dos canceres de mama feminino,
colorretal, prostata e estdbmago. O cancer de pulméo também foi o de maior
mortalidade, estimando 1.8 milhdes de mortes, seguido dos canceres colorretal,
figado, mama feminino e estdmago (Bray et al., 2024).

No Brasil, as estimativas indicam cerca de 704 mil novos casos de cancer por
ano, para o triénio de 2023 a 2025, considerando os casos de cancer de pele nao
melanoma, o tipo estimado como mais incidente, com 220 mil novos casos,
configurando 31,3% de todos os casos estimados, seguido pelos canceres de mama,
prostata, colorretal, pulmao e estdmago (INCA, 2023).

As estimativas mostram que, mundialmente, uma em cada cinco pessoas vao
desenvolvercancerao longo de sua vida, enquanto umem cada nove homens e uma
em cada doze mulheres morrerdo por esse motivo (Bray et al., 2024). As predi¢oes
apresentadas pela International Agency for Research on Cancer (IARC) em 2024,
indicam que até 2050 a incidéncia de novos casos alcancara 35 milhdes,
representando um aumento de 77% nos novos casos, quando comparado ao
registrado no ano de 2022.

Essa estimativa aumenta a necessidade por ferramentas e métodos de controle

da propagacao do cancer, como investimentos em prevencao, detec¢édo precoce da
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doenca, tratamentos eficazes e cuidados paliativos, incluindo maior atencdo aos
principais fatores de risco como o envelhecimento, tabagismo, uso de alcool e
alimentagao pouco saudavel (Instituto Nacional de Cancer, 2023).

A definicdo dos tratamentos contra os diversos tipos de neoplasias esta
associada a um diagnostico correto e rapido. As terapias mais usuais sao a
quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e cirurgia, podendo haver combinacao de
duas ou mais (Offor; Piater, 2023).

Na quimioterapia, utiliza-se compostos quimicos que acometem as células
cancerigenas. Porém, este tratamento possui baixa seletividade, ou seja, atinge
também as células normais, gerando diversos efeitos colaterais que podem
comprometer a qualidade de vida do paciente, além da possibilidade de induzir
quimiorresisténcia (Aljabery, et al., 2018).

A radioterapia, apesar de menos invasiva, também pode resultar em efeitos
colaterais sérios, como deficiéncias hormonais. A imunoterapia, por outro lado, € um
tratamento mais seletivo e com menos efeitos colaterais quando comparado a
quimioterapia e radioterapia, porém, pode ocasionar alteracbes no sistema imune
(Kalita; Saviola; Mukherjee, 2021).

Um dos maiores desafios e limitacbes do tratamento de cancer é o
desenvolvimento de células cancerigenas resistentes as drogas utilizadas e efeitos
adversos, que tornam a vida do paciente ainda mais complicada (Ghadiri et al., 2024).
Dessa forma, é crescente a pesquisa de novos agentes anticancer mais efetivos,
como por exemplo a utilizacdo de peptideos bioativos, que surgem como uma

alternativa aos tratamentos tradicionais contra o cancer.

Peptideos bioativos

Os peptideos bioativos sdo moléculas que podem ser encontradas em diversos
organismos, como animais, plantas, bactérias, além de estarem presentes na
composigado de venenos de animais como aranhas, serpentes, escorpides e abelhas
(Majc et al., 2022), possuindo uma variedade de atividades de interesse
farmacologico, como atividade antibacteriana, antiviral, antifungica, antitumoral, entre
outros (Kordi et al., 2023). O primeiro peptideo terapéutico, a Insulina, foi introduzido
em 1922 para o tratamento de diabetes tipo 1, desde entdo, existem mais de 80

farmacos peptidicos utilizados no tratamento de inumeras doencas (Muttenthaler et
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al., 2021). Um outro exemplo de farmaco derivado de peptideos € o anti-hipertensivo
Captopril, produto de um peptideo potencializadorda bradicinina (BPP) derivado do
veneno da Bothrops jararaca, uma serpente brasileira (Cushman; Ondetti, 1991;
Ferreira, 1965). O Captopril € o primeiro medicamento a base de toxinas animais a
ser aprovado pela FDA (Food and Drugs Administration) em 1981, sendo a molécula
mais utilizada no mundo para o tratamento de hipertenséo.

Nessa classe de peptideos bioativos, existem os peptideos antitumorais (ACPs,
do inglés, anticancer peptides) moléculas pequenas, que possuem carater catidbnico e
anfipatico (Kordi et al., 2023; Qu et al., 2024).

As célulasnormais diferem das células cancerigenasem relagéo a constituigao
da membrana celular. As células normais possuem maior quantidade de fosfolipidios
em forma zwitteribnica, como a fosfatidilcolina, na camada externa, além disso,
possuem fofatidilserina em forma anibnica na camada interna. Ja as células
cancerigenas, possuem maior quantidade de fosfolipidios carregados negativamente,
como a fosfatidilserina, que é de 3 a 7 vezes maior que em células normais. Ademais,
também possuem outras moléculas anidnicas como mucinas O-glicosiladas,
gangliosideos sialilados e sulfato de heparana, que sao superexpressas em células
tumorais e estdo associadas a ocorréncia e progressao de tumores, também sao
responsaveis por aumentar a carga negativa (Qu et al., 2024). Como os ACPs sao
moléculas catidbnicas, no geral, possuem mais seletividade as células cancerigenas,
visto que a atragao inicial ocorre através da interagao eletrostatica com os fosfolipidios
negativamente carregados presentes na membrana celular(Ghadiri et al., 2024 ; Kordi
et al., 2023).

Como citado anteriormente, peptideos bioativos, bem como antitumorais,
podem ser encontrados em venenos animais. Entre estes, podemos citar o venenoda
abelha europeia Apis mellifera, o qual € uma mistura complexa de diversos
componentes, como peptideos, proteinas, fosfolipidios, entre outros (Pucca et al.,
2019). A Melitina, principal componente desse veneno, € bem descrita na literatura
como um peptideo composto por 26 residuos de aminoacidos, de sequéncia
GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-conH,, com carater catibnico, anfipatico, soluvel
em agua, e estrutura a-helicoidal (Rady et al., 2017).

Estudos anteriores descrevem a Melitina como uma molécula com atividade
antibacteriana, antiparasitaria, antiviral, anticancerigena, antifungica, anti-biofilme,

anti-inflamatéria, dentre outras acdes (Adade, 2013; Lee, Bae, 2016; Picolietal., 2017;
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Sattayawat et al., 2025; Skalickova, 2015; Zhang et al., 2024). Em relagdo a agao
anticancerigena, a Melitina ja demonstrou efeitos inibitorios em diversas linhagens
celularesde canceres, como leucemia,de ovario, pulmao, prostata, renal, entre outros
(Ghadiri et al., 2024).

O principal mecanismo de agao proposto para essa molécula esta associado a
sua capacidade de se ligar a superficie da membrana celular carregada
negativamente, através de uma ligacao eletrostatica, consequentemente afetando a
integridade da bicamada fosfolipidica através da formacdo de poros em
concentragdes micromolares, acompanhada pelo extravasamento de ions e pelo
aumento da permeabilidade que desencadeia a lise celular (Rady et al., 2017; Zhang
etal., 2024).

Além disso, alguns estudos observaram que Melitina € capaz de levar células
tumorais a morte através de mecanismos por apoptose, sendo observado que a
Melitina é capaz de ativar caspases, enzimas importantes na regulagao da apoptose,
em linhagens celulares tumorais humanas de diferentes partes do corpo (Rady et al.,
2017).

Apesar do seu potencial efeito bioldgico, a Melitina também apresenta efeitos
citoliticos inespecificos. A molécula possui bons resultados de toxicidade em células
tumorais, porém, também ¢é toxica para células normais, visto que interage com os
dois tipos de membrana celular, o que a torna um peptideo n&o especifico e nao
seletivo, com toxicidade em eritrocitos mesmo em baixas concentragoes,
demonstrando a alta atividade hemolitica, o que limita sua implementagao na clinica
médica (Papo; Shai, 2003, Askari et al., 2021).

Desenho de novos peptideos

As desvantagens citadas podem ser superadas a partir de modificagdes
estruturais, como o desenho racional de moléculas, explorando caracteristicas
bioquimicas desejaveis, por meio da sintese de analogos utilizando a estrutura da
Melitina como base, buscando melhor eficiéncia terapéutica, com alteracbes em sua
cadeia peptidica, alterando a sequéncia de aminoacidos e sua dimensao.

Anteriormente, peptideos analogos a Melitina foram estudados para atividade

antibacteriana e antitumoral (Subbalakshmi et al., 1999; Wan et al., 2018).
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O peptideo MCF é um anélogo da regidao C-terminal da Melitina, dos residuos
12-26, com sequéncia GLPALISWIKRKRQQG-conH,. Essa molécula ndo apresenta
nenhuma substituicdo na cadeia original, apenas o encurtamento e a adigdo de um
residuo de glicina no C-terminal. O peptideo MCF foi analisado quanto a agéo
antibacteriana e apresentou atividade hemolitica 300 vezes menor que a Melitina,
demonstrando ser expressivamente menos toxico, porém com concentragao inibitéria
minima de 5-7 vezes maior quando comparado a molécula original (Subbalakshmi et
al., 1999).

O peptideo MCFA, analogo do MCF, (GLKKLISWIKRAAQQG-conH,), foi
desenhado com substitui¢des estratégicas na cadeia, o que favoreceu para a melhora
da atividade, com uma concentragao inibitéria minima comparavel a da Melitina,
porém apresentou atividade hemolitica apenas 100 vezes menor(Subbalakshmi etal.,
1999). E interessante apontar que, apesar dessas moléculas apresentarem atividade
antimicrobiana, a atividade antitumoral delas n&o foi estudada até o momento.

Em 2018, Wan e colaboradores avaliaram a acao antitumoral do peptideo TT-
1, analogo da regido N-terminal da Melitina, composto por 11 residuos de
aminoacidos, contando com a substituicdo dos residuos de glicinado N-terminal por
lisina (KIKAVLKVLTT-conH.). Essa molécula foi testada em células de cancer de
tireoide humano e apresentou resultados promissores, que indicaramseletividade nos
ensaios in vitro, visto que inibiu a viabilidade das células tumorais e nao foi citotoxico
para as ceélulas ndao tumorais. No ensaio in vivo, TT-1 inibiu a viabilidade das células
de cancer de tireoide e o tratamento com o peptideo ndo diminuiu o peso dos ratos,
indicando o potencial da molécula para agente antitumoral (Wan et al.,2018).

Assim, o presente trabalho avaliou a atividade antitumoral e toxicidade da
Melitina e seus analogos MCF, MCFA e TT-1 sobre linhagens tumorais de mama e
pulmdo, bem como, partindo desses peptideos, desenvolveu modificagdes em
moléculas através do desenho racional, que possam contribuir para a utilizacéo
desses analogos, buscando agentes antitumorais com uma maior seletividade e

menor citotoxicidade para células nao tumorais.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos principais: Sintetizar o peptideo

antitumoral Melitina e os peptideos analogos TT-1, MCF e MCFA, além disso,

sintetizar novos peptideos analogos, a partir do desenho racional de moléculas, com

o intuito de se obter moléculas com proeminentes atividades antitumorais, com

menores atividades citotoxicas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar os peptideos:

Melitina: GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-CoNH,

TT-1: KIKAVLKVLTT-CONH,

FKW: FIKAVLKVLKW-cONH,

WKW: WIKAVLKVLKW-coNH,

MCF: GLPALISWIKRKRQQG-CONH,

MCFA: GLKKLISWIKRAAQQG-CONH;

Purificar os peptideos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);
Caracterizar os peptideos sintetizados por espectrometria de massas;
Determinar a ICso dos peptideos em linhagens celulares ndao tumorais e
tumorais;

Avaliar a atividade hemolitica dos peptideos;

Avaliar a capacidade de inibicdo da formacdo de colbnias pelo ensaio

clonogénico.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para a obtenc¢ao e avaliagao do potencial toxico do peptideo Melitina e seus
analogos foram realizados sintese de peptideos em fase sodlida, purificagdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, caracterizacéo por espectrometria de massas
e ensaios de toxicidade, como atividade hemolitica e viabilidade celular pela técnica
de MTT. Além disso, foi avaliada a agao dos peptideos frente a formacéao de colénias

em linhagens celulares tumorais e ndo tumorais.

3.1 SINTESE DOS PEPTIDEOS

Para a obtencéo dos peptideos realizou-se a sintese de peptideos em fase
sélida (SPFS) (Merrifield, 1963), um método baseado no crescimento da cadeia
peptidica, um residuo por vez, partindo de sua regido C-terminal que se encontra
ligada covalentemente a resina, um suporte polimérico inerte as reac¢des de sintese.

Na SPFS foi utilizado o protocolo da quimica Fluorenilmetiloxicarboxil (Fmoc),
baseado na protecdo do grupo alfa-amino pelo Fmoc e as cadeias laterais dos
residuos sdo protegidas por grupos terc-butil, tritii e terc-butiloxicarbonil. O
grupamento Fmoc é base labil, sendo assim, a sua retirada do grupo amino
(desprotecao) ligado a resina é realizada em um meio basico, com solugao de 20% 4-
metilpiperidina/dimetilformamida (DMF). ApGs cada etapa de desprotecéo foi efetuado
um teste de ninidrina (Kaiser et al., 1970), reagente que em altas temperaturas reage
com grupos amino livres, liberando um composto de cor azul (maioria dos
aminoacidos) ou castanho (prolina), permitindo confirmar se a desprotecao foi
efetuada com eficiéncia.

A etapa de acoplamento foi realizada pela ativagdo dos grupos carboxila do
Fmoc-aminoacido a ser inserido com os agentes acoplantes N,N-
diisopropilcarbodiimida (Dic) e N-Hidroxibenzotriazol (HOBt). Nesta reagdao foram
utilizadas duas vezes de excesso em relacdo a quantidade de aminoacido existente
naresina, durante duas horas de agitagcao. Apds cada etapa de acoplamento também
foi efetuadoum teste de ninidrina, mas dessa vez para confirmar se o acoplamentofoi
efetuado com eficiéncia, sendo uma solugdo amarela com graos de resina

transparentes, ja que ndo ha presenca de aminallivre para que ocorra a reagéo. Entre
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cada passo foram efetuadas lavagens com DMF para eliminagdo do excesso de
reagentes e subprodutos.

Apds o acoplamento de todos os residuos de aminoacidos, a etapa de
clivagem, que corresponde ao rompimento da ligagado do peptideo com a resina, foi
realizada utilizando um coquetel de clivagem contendo agua ultrapura,
triisopropilsilano (TIS) e acido trifluoracético (TFA) nas proporgdes de 2,5; 2,5; 95%
respectivamente; v,v,v, sob agitacdo branda por 2 horas. O volume a ser utilizado foi
calculado na proporg¢ao de 1 mL de solugéo para cada 100 mg de resina.

Apods a clivagem, o peptideo foi precipitado com éter etilico gelado. Ao final, o0
peptideo foi extraido com 70% de solugao contendo 0,045% de TFA em aguaultrapura
e 30% 0,036% de TFA em acetonitrila. O sobrenadante resultante contendo o peptideo

bruto foi liofilizado e armazenado para posterior purificacdo e caracterizagao.

Fmoc — RESINA 20% 4-metilpiperidina em DMF
\ 20 min sob agitacio
/\ i Positivo @

Desprotecédo Teste de Kaiser Y.

E Negativo Q()

Lavagem 3x DMF SPFS Lavagem 3x DMF

o A
Positivo \X <) .
Teste de Kaiser Acoplamento

@l N

Negativo Q)

DIC + HOBt
2h sob agitacao

Figura 1: Esquema de sintese por sintese de peptideos em fase sélida.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

3.2 DESENHO DE NOVOS PEPTIDEOS

Com base na sequéncia de aminoacidos do peptideo TT-1, novos peptideos
foram desenhados utilizando o servidor CAMPR4 (Collection of Anti-Microbial
Peptides). As sequéncias com melhores valores de score foram selecionadas para
posterior caracterizagao. As propriedades fisico-quimicas do peptideo parental e dos

derivados foram avaliadas a partir da ferramenta protparam do servidor Expasy
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(https://web.expasy.org/protparam/). Posteriormente, a projecdo da Helical wheel dos

peptideos foi gerada utilizando o HeliQuest (https:/heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-

bin/ComputParams.py). Além disso, a predi¢gao estrutural foi realizada utilizando o

servidor PEP-FOLD 4 (de novo peptide structure prediction).

3.3 PURIFICAGCAO

A purificagdo dos peptideos sintetizados foi realizada em modo semi-
preparativo utilizando um CLAE Shimadzu, em coluna de fase reversa C18
(Phenomenex 2,1 x 25cm). O grau de pureza das fragdes foi determinado em um
cromatografo Shimadzu, em uma coluna analitica (0,46 x 25cm) de fase reversa C18
(Sepax). As solucgdes utilizadas para a purificagéo e verificagdo do teor de pureza do
peptideo foram 0,045% de TFA em agua ultrapura (Solugao A) e 0,036 % de TFA em

acetonitrila (Solugao B).

3.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os espectros de massas dos peptideos foram obtidos em um espectrdmetro de
massas LCQ FLEET ThermoScientific, com inje¢ao direta, em modo de deteccao
positiva, localizadono Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP,no Departamento

de Bioquimica e Quimica Organica.

3.5 ATIVIDADE HEMOLITICA

Para avaliar a toxicidade dos peptideos em eritrécitos humanos foi realizado o
ensaio de atividade hemolitica. Dessa maneira, 1 mL de sangue foi transferido para
um microtubo de 2 mL e o volume foi completado com tampé&o PBS pH 74,
centrifugando a 500 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o processo de
centrifugacéao foi realizado mais duas vezes, com o intuito de remover qualquer
resquicio de soro. Os eritrocitos foram diluidos 25 vezes em tampao PBS,
representando a solucado de eritrécitos utilizada nos testes. Foram preparadas
solugdes estoques dos peptideos Melitina, MCFA, MCF, FKW e WKW, contendo 1 mg
em 2 mL. Foram consideradas diluices seriadas a partir de 512 pg/mL até 1 pg/mL,

preparadas em microtubos. Para o controle negativo (considerando 0% de hemodlise)


https://web.expasy.org/protparam/
https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py
https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py
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utilizou-se 100 yL de tampao PBS, e o controle positivo (considerando 100% de
hemdlise) utilizou-se 100 yL de uma solugéo de Triton 1%. Foi adicionado 100 pL da
solucao de eritrocito em todos os tubos contendo as diluigcdes, e nos controles. Os
tubos foram incubados em estufa a 37 °C por 1 hora. Apds esse periodo, 0s
microtubos foram centrifugadosa 500 g durante 5 minutos. Foi coletado 100 pyL do
sobrenadante de cada condicdo, sendo transferido para os pogcos em uma placa de
96 pocos. Os ensaios foram realizados em duplicata e a leitura foi realizada em leitor
de placas em comprimento de onda de 540 nm. A porcentagem de hemdlise foi

calculada através da equacgao abaixo:

(Absamostra - AbSPBS)

x 100
(AbS Triton — AbSpps)

Hemolise (%) =

3.6 CULTURA CELULAR

A cultura celular foi realizada utilizando linhagens de céancer de
adenocarcinoma de mama (MCF-7 ATCC HTB-22 e MDA-MB-231 ATCC HTB-26),
adenocarcinoma de pulmao (A549 ATCC CCL-185) e fibroblasto pulmonar (MRC-5
ATCC CCL-171). As células foram cultivadas em garrafas para cultura celular, em
meio de cultura DMEM High Glicose, suplementados com 10% de Soro Fetal Bovino
(FBS, Life Technologies - 12657029) e antibidtico e antimicotico (Sigma Aldrich —

A5955). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Com o objetivo de avaliar a toxicidade dos peptideos em célulastumorais e ndo
tumorais, utilizou-se a técnica de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-
difeniltetrazdlio), que avalia a concentragao de células viaveis apds incubagédo com
elemento citotéxico, a partir da quantificagao da atividade mitocondrial.

Para tanto, as linhagens celulares MRC-5, A549, MCF-7 e MDA-MB-231 foram
plaqueadas em placas de cultura de 96 pogos com meio DMEM High Glicose, na
concentragdo de 1x10° células por placa, sendo deixadas em estufa de CO, 5% por

24 horas para que as células pudessem aderir a placa.
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Depois de 24 horas de cultivo, o meio foi removido e as placas contendo as
linhagens foram tratadas com os peptideos identificados como Melitina, MCFA, MCF,
FKW e WKW, em diferentes concentragdes, partindo de 128 ug/mL, 64 pg/mL, 32
pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pyg/mL até 1 pg/mL. Foram utilizados como
controle positivo e negativo, DMSO 10% e meio de cultura suplementado,
respectivamente, pocos sem célula foram considerados como branco.

As placas foram novamente incubadas por 24 h, tempo estipulado de
tratamento com os peptideos. Apds este periodo, as placas foram tratadas com
solugcdode MTT em meio sem suplementacgao e incubadas por mais 3 horas para que
as células viaveis incorporassem o tetrazélio. Em seguida, o meio com peptideo
contendo asolugcado de MTT foi retirado e as células foram solubilizadas em 100 uL de
DMSO.

A leitura da intensidade da cor da solugéo foi realizada em leitor de placas no
comprimento de onda de 570 nm. Apdos a leitura, foram realizados os calculos
conforme a equacéao abaixo, e a analise estatistica dos dados obtidos para a plotagem

dos graficos referentes a viabilidade celular e citotoxicidade das linhagens testadas.

(Médiagmostra — Branco)

T x 100
(MedlaControle positivo ~ Branco)

Viabilidade celular (%) =

3.8 ENSAIO CLONOGENICO

O ensaio clonogénico avalia a viabilidade reprodutiva das células, ou seja, a
capacidade de uma unica célula geraruma colénia composta por 50 células ou mais,
mediante tratamento com elemento citotoxico (Franken et al., 2006).

Para esse ensaio, as linhagens MRC-5, MCF7, A549 e MDA-MB-231 foram
descongeladas em garrafas pequenas para cultivo celular e deixadas em estufa de
CO2 5% por 24 horas para aderéncia dessas células. Em seguida, foi realizado o
repique das linhagens com solugdo de tripsina 10% em tampao PBS estéril e as
linhagens foram transferidas para garrafas grandes de cultivo celular, voltando para a
estufa por mais 48 horas. Novamente as linhagens foram repicadas e foram
transferidos 6x10° células para 5 garrafas, considerando as condigdes de trabalho,
peptideos (Melitina, MCFA, FKW e WKW) e controle negativo (células sem

tratamento), mantidas por 24 horas em estufade CO25% para aderéncia.Em seguida,
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foram realizados os tratamentos com os peptideos baseados na IC50 da Melitinapara
cada linhagem obtido no ensaio de MTT, e novamente as células foram deixadas na
estufa. Apés 24 horas do tratamento, foi realizado o repique de cada garrafa
separadamente, e foram transferidos 5x103 células para dois pocos na placa de 6,
para cada condic¢ao. As placas foram mantidas em estufa de CO2 5 % por 8 dias para
o crescimento das colbnias. Apos esse periodo, as colonias foram fixadas com
paraformaldeido 4% e coradas com solugdo de violeta cristal, a partir disso, foi
realizada a contagem das col6nias em microscopio, de modo que uma colbénia é

composta por 50 células ou mais. Os resultados foram avaliados através da equacao:

. ] média das colonias de cada condigao
Fragdo sobrevivente = — - x 100
média do controle negativo

O ensaio foi realizado em triplicata.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho estao divididos em trés etapas. A primeira
diz respeito ao desenho, sintese e caracterizagdo das moléculas. A segunda avaliaa
toxicidade dos peptideos frente a eritrocitos, células ndao tumorais e tumorais e a
terceira avalia a o efeito do tratamento com os peptideos selecionados na formagao

de colbnias.

4.1 SINTESE, DESENHO E PURIFICAGAO DOS PEPTIDEOS

A Melitina (sequéncia GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-conH,) de massa
molar 2847,49 g/mol, € um peptideo composto por 26 residuos de aminoacidos (Rady
et al., 2017), muito bem descrito na literatura por possuir diversos efeitos bioldgicos,
inclusive antitumoral, porém, apesar de muito ativo, € também n&o especifico e
altamente toxico (Askari et al., 2021). Por essa razao, peptideos analogos foram
sintetizados com o objetivo de se obter moléculas ativas e com menor toxicidade
contra eritrocitos e células normais.

O primeiro anélogo sintetizado foi o peptideo MCF (sequéncia
GLPALISWIKRAAQQG-conH;), de massa molar 1850,23 g/mol, composto por 16
residuos de aminoacidos, correspondentes a regidao C-terminal da Melitina, residuos
12-26  (Subbalakshmi et al, 1999). O analogo MCFA (sequéncia
GLKKLISWIKRAAQQG-CONH?2), de massa molar 1797,15 g/mol, é composto por 16
residuos de aminoacidos, possuindo modificagdes estratégicas em relagao a regiao
C-terminal da Melitina. Pro' e Ala'® foram substituidas por Lys e Arg?* e Lys?3 foram
substituidas por Ala (Subbalakshmi etal., 1999). Ambos os analogos foram descritos
como menos hemoliticos que a Melitina, porém também obtiveram menores
atividades. Como até o presente momento a acdo antitumoral dessas moléculas ndo
foi avaliada, tais analogos também foram selecionados para este trabalho.

Posteriormente, foi sintetizado o peptideo TT-1 (sequéncia KIKAVLKVLTT-
CONH) de massa molar 1212,57 g/mol, composto por 11 residuos de aminoacidos,
sendo um encurtamento da sequéncia de aminoacidos original, com a substituicdo
dos residuos de glicina por lisina (Wan et al., 2018). Essa molécula foi descrita
anteriormente como menos hemolitica que a Melitina e com atividades promissoras

para cancer de tireéide (Wan et al., 2018)
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A partir da sequéncia do peptideo TT-1, os analogos FKW e WKW foram
desenhados, com foco inicial para atividade antibacteriana. Para tanto, o servidor
CAMPR4 (Collection of Anti-Microbial Peptides) foi utilizado para predizer quais
regides do peptideo TT-1 poderiam ser modificadas para aumentar sua atividade e as
modificacdes com os melhores valores de score foram escolhidas. Partindo das
modificagdes sugeridas pelo servidor, as sequéncias candidatas tiveram suas
propriedades fisico-quimicas analisadas (Figura 2, Tabela 1) e as que obtiveram uma
estrutura a-helicoidal e anfipatica mais bem definidas, com faces polares e apolares
distintas, além de maiores indices de hidrofobicidade (H) e momento hidrofébico (uH),
foram selecionadas para sintese e posterior analise da atividade. Uma vez que,
frequentemente, peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés antimicrobial peptides)
também apresentam potencial antitumoral (Qu et al., 2024), as moléculas
selecionadas também foram testadas para avaliagdo da atividade em células nao

tumorais e tumorais neste trabalho.
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Figura 2: Helical wheel dos peptideos gerados utilizando HeliQuest, residuos hidrofébicos em amarelo,
serina e treonina em roxo, residuos basicos em azul e glutamina em rosa. As setas representam a
dire¢cdo e a magnitude do momento hidrofébico. O residuo marcado com ‘N’ indica o final do N-terminal
e o marcado com ‘C’ indica o final do C-terminal. Abaixo, predicdo das estruturas geradas utilizando
PEP-FOLDA4. As regides helicoidais estado indicadas em vermelho e as regides de potencial desordem
em verde.

Fonte: elaborado pela propria autora.

O peptideo FKW (sequéncia FIKAVLKVLKW-conH,), de massa molar 1343,74
g/mol, € composto por 11 residuos de aminoacidos, apresentando a modificagao de 3
aminoacidos em relagéo ao TT-1, ja o analogo WKW (sequéncia WIKAVLKVLKW-
CONH;) de massa molar 1382,79 g/mol, € composto por 11 residuos de aminoacidos,
apresentando a modificagdo de um aminoacido em relagao ao FKW.

As modificagdes dos peptideos FKW e WKW visaram investigar o impacto de
alteragdes na sequéncia, carga e hidrofobicidade sobre sua estrutura e atividade
biolégica. No peptideo precursor TT-1, residuos de glicina, que tendem a
desestabilizara conformacgao a-helicoidal, foram substituidos por lisinas, aminoacidos

catidbnicos que favorecem a estabilidade e aumentam a interagdo com membranas. A
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partir dessa sequéncia, o peptideo FKW foi obtido por substituicoes estratégicas de
lisina por fenilalanina (posigdo 1), treonina por lisina (posicdo 10) e treonina por
triptofano (posi¢ao 11), resultando em um maior carater anfipatico. O peptideo WKW,
derivado do FKW, apresenta substituicdo de fenilalanina por triptofano na posicéo 1,
o queaumentaa hidrofobicidade e a capacidade de interagdo com a bicamada lipidica,
propriedades cruciais para o aumento da atividade biologica. Em relagdo a acgéo
antibacteriana, os analogos FKW e WKW apresentaram atividade significante,
comparada a Melitina, molécula parental.

As modificag¢des realizadas na sequéncia de aminoacidos original podem ser

observadas na Figura 3.

Melitina

G I G A V L K V L T T G L P A L I S W I K R K R Q Q —CONH,
TT1
K I K A V L K V L T T —CONH;
FKW
F|KA\ILl(\l'l.KW—('jONH2
WKW
W I ¥ A V L K V L K W —CONH,
MCF
G L P A L I S W I K R K R Q Q © —CONH,
MCFA
G L K K L I S W I K R A A Q Q G —CONH,

Figura 3: Modificagdes realizadas nas sequéncias de aminoacidos. Em vermelho estdo destacadas as
substituicdes dos residuos de aminoacidos.
Fonte: elaborada pela propria autora.

As propriedades fisico-quimicas das moléculas, como hidrofobicidade,
momento hidrofdbico, carga liquida e pl teérico foram avaliadas para os peptideos,
visto que sao caracteristicas importantes para ACPs (Tabela 1). Um valor maior de
hidrofobicidade indica um aumento na possibilidade de interagdo com a bicamada
lipidica, o que consequentemente pode melhorar a atividade da molécula, ja um valor
maior de momento hidrofébico, demonstra que o peptideo possui faces hidrofébicas e
hidrofilicas distintas e bem definidas, indicando a anfipacidade da molécula, o que

também favorece a uma melhor interagdo com membranas celulares. A carga liquida
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dos peptideos também é um fator que pode influenciar na atividade. Em geral, AMPs
e ACPs possuem carga liquida entre +2 e +9 em pH fisiolégico, quanto maior a carga,
melhora possibilidade de interagao eletrostatica com as membranas celulares, porém,
maior a probabilidade de se obter um peptideo néo especifico e n&o seletivo (Magana
et al., 2020).

Apesar de aumentarem a interacdo e a atividade, peptideos com valores
maiores de hidrofobicidade, momento hidrofébico e cargas positivas também podem
possuir um aumento na atividade hemolitica, o que diminui a especificidade dos
peptideos (Magana et al., 2020).

Em relagdo a diminuigdo da cadeia peptidica original e as substituigcdes dos
residuos de glicina do N-terminal no peptideo TT-1, geraram um valor de
hidrofobicidade comparavel ao da Melitina (0,500 e 0,511, respectivamente) e um
momento hidrofébico maior.

Os analogosdo TT-1, FKW e WKW, possuem maior hidrofobicidade e momento
hidrofébico quando comparados aos seus precursores. Nota-se que as substituigoes
dos 3 residuos de aminoécidos, Lys'—Phe', Thr''-Trp'! e Thr'°—-Lys'0, sendo Phe
e Trp residuos apolares, aumentaram a hidrofobicidade do peptideo FKW. Para o
peptideo WKW, observa-se que a substituigcdo do residuo de Phe'—Trp', gera um
aumento na hidrofobicidade, comparado ao peptideo precursor.

O observado para os analogos do C-terminal foiumaumento nahidrofobicidade
para o MCF e uma diminui¢cdo para o MCFA, em relagdo ao momento hidrofébico,
ambos os peptideos apresentam valores maiores que o da Melitina, demonstrando
que o encurtamento da sequéncia e as substituicdes Pro'—Lys', Ala’™®—Lys",
Arg?*—Ala?* e Lys22—Ala23, diminuiram a hidrofobicidade do peptideo MCFA em
relagdo aos seus precursores.

No geral, os analogos apresentam maior hidrofobicidade quando comparados
a molécula parental, com excec¢ao do TT-1 e MCFA, e maior momento hidrofébico.

Em relacéo as cargas dos peptideos, a Melitina possuiuma carga liquida maior
que a observada para os seus analogos (+6), o TT-1 apresenta carga de +4 e os seus
analogos FKW e WKW também. O peptideo MCF possui a menor carga entre os
peptideos testados (+2), com as mudancas na sequéncia de aminoacidos, passa a
apresentar carga +4 (MCFA).

Com base em estudos anteriores, entende-se que a presenga de aminoacidos

hidrofébicos como Ala, Leu, Pro e Gly, um ou mais residuos especificos como Arg,
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Lys, Tyr, Thr, Glu e Ser, estdo envolvidos na seletividade para células cancerosas e
alta atividade citotdxica, pois aumentam a interacido entre o peptideo e a membrana
das células cancerigenas com alta concentracdo de fosfolipidios carregados
negativamente (Pan et al., 2007, Ghadiri et al., 2024).

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos peptideos Melitina, TT-1, FKW, WKW, MCF e MCFA.

Peptideo Hidrofobicidade Momento Carga liquida Pl tedrico
(H) hidrofébico (uH)
Melitina 0,511 0,394 +6 12,02
TT-1 0,500 0,518 +4 10,30
FKW 0,820 0,599 +4 10,30
WKW 0,862 0,635 +4 10,30
MCF 0,526 0,412 +2 11,00
MCFA 0,338 0,534 +4 11,26
Fonte: HeliQuest (https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/index.html) e Expasy - protparam

(https://web.expasy.org/protparam/).

Conforme citado anteriormente, todas as moléculas foram sintetizadas através
de SPFS (Merrifield, 1963), utilizando a resina Rink amida, com grau de substituigdo
0,678 mmol/g, em escala de 0,2 mmol com 2x de excesso. A resina Rink amida foi
escolhida por fornecer moléculas com a extremidade C-terminal amidada. Apds a
clivagem, o sobrenadante contendo os peptideos foram liofilizados e identificados
como amostras brutas.

As amostras brutas foram analisadas em cromatografo Shimadzu em coluna
analitica, em gradiente de 5-95% de Solug¢ao B em 30 minutos,com fluxode 1mL/min,
para a analise do grau de pureza e estabelecer a porcentagem necessaria de Solugao
B durante a purificagdo em coluna de fase reversa, considerando o tempo decorrido
apds a injecdo e o pico de interesse. Os perfis cromatograficos obtidos para as

amostras brutas podem ser observados abaixo.


https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/index.html
https://web.expasy.org/protparam/
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Figura 4: Perfis cromatograficos dos peptideos brutos Melitina, TT-1, FKW, WKW, MCF e MCFA em
coluna de fase reversa C18 em 5-95% de solugdo B em 30 minutos.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

A partir da analise dos perfis cromatograficos, foi possivel observar o pico de
interesse, relativo a cada peptideo, com um tempo de retencdo especifico.
Considerando o gradiente linear de 5-95% de Solugéo B em 30 minutos, com uma
variagdo de 3% de Solugdo B por minuto, pode-se inferir que a porcentagem de
Solugédo B em que o peptideo possui elui¢gdo, assim, foi determinado um gradiente de

purificagdo para cada amostra.
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A purificagdo dos peptideos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fase reversa, no modo semipreparativo, utilizando coluna C18
(Phenomenex 2,1 x 25 cm), utilizando os métodos de purificagao descritos na Tabela
2.

Tabela 2: Métodos de purificagdo de cada peptideo considerando o seu tempo de retengéo (TR) e
porcentagem de pureza.

Peptideo TR (min) Método de purificacao Grau de
pureza (%)

Melitina 16,3 20-70% de Solucao B em 120 min 97,5
TT-1 10,9 10-55% de Solugdo B em 120 min 98,4
FKW 12,8 15-60% de Solugdo B em 120 min 99,8
WKW 13,8 20-65% de Solucdo B em 120 min 99,9
MCF 13,5 20-65% de Solucdo B em 120 min 99,9
MCFA 12,7 15-60% de Solugcao B em 120 min 99,7

Fonte: elaborado pela propria autora.

Apdés a purificagdo dos peptideos, as fragdbes de interesse foram
acompanhadas em cromatdgrafo analitico. Como pode-se observar, para todas as
moléculas, o tempo de retengéo do pico majoritario de cada perfil esta muito préximo
aos obtidos para as amostras brutas, indicando que os peptideos foram purificados

com sucesso, com grau de pureza >95% (Figura 5, Tabela 2).
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Figura 5: Perfis cromatograficos dos peptideos puros Melitina, TT-1, FKW, WKW, MCF e MCFA em
coluna de fase reversa C18 em 5-95% de solugcdo B em 30 minutos.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

4.2 CARACTERIZAGAO POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Posteriormente, para analisar as massas molares dos peptideos puros e
confirmar a obtencdo das moléculas de interesse, realizou-se a espectrometria de

massas com ionizagao por electrospray.
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Analisando os espectros de massas obtidos para todos os peptideos (Figura
6), € possivel avaliar as razbes massal/carga (m/z) dos ions para cada uma das
moléculas. O peptideo Melitina,de massa molar 2847,49 g/mol, apresenta razées m/z
950,46 Da, 713,06 Dae 570,58 Da, correspondentes aos picos +3, +4 e +5. O espectro
do peptideo TT-1, de massa molar 1212,57 g/mol, possui as razdes m/z 404.93 Da
(3+) e 606,90 Da (2+). Para o peptideo FKW, de massa 1343,74 g/mol, temos as
razdes m/z 448,59 Da (3+), 336,67 Da (4+) e 672,41 Da (2+). O espectro do peptideo
WKW, de massa 1382,79 g/mol, apresenta as razdes m/z 462.05 Da (3+), 692,15 Da
(2+) e 346,80 Da (4+). Pelo espectro de massas do peptideo MCF, de massa 1850,23
g/mol, é possivel observar os picos com razdo m/z 617.83 Da, 926.62 Da e 463.73
Da, correspondentes aos picos 3+, 2+ e 4+. O peptideo MCFA, de massa 1797,15
g/mol, apresentou razbes m/z 449.74 Da, 599.67 Da e 899.04 Da, correspondentes
aos picos 4+, 3+ e 2+.

Portanto, foi possivel confirmara obtengao de todas as moléculas de interesse

através dos seus respectivos espectros de massas.
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Figura 6: Espectros de massas dos peptideos Melitina, TT-1, FKW, WKW, MCF e MCFA.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

4.3 ATIVIDADE HEMOLITICA
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Para avaliar a toxicidade dos peptideos contra eritrocitos humanos, o ensaiode
atividade hemolitica foi realizado nas concentragdes de 1 ug/mL até 512 ug/mL. Os
resultados demonstram que a Melitinaé um peptideo citolitico, apresentando hemdlise
acima de 90% a partir de 16 pg/mL. Os analogos FKW e WKW apresentaram
resultados semelhantes na maior concentragdo, porém, demonstraram menor
toxicidade quando comparados a Melitina. Os peptideos TT-1, MCFA e MCF nao

apresentaram perfil hemolitico (Figura 7).

100+ - Melitina
- -~ TT-1
s - FKW
E -~ WKW
% e MCFA
I -~ MCF

1 2 4 8 16 32 64 128256512
Concentragao de peptideo (ng/mL)

Figura 7: Ensaio de atividade hemolitica, nas concentragdes de peptideo de 1 a 512 pg/mL.
Fonte: elaborada pela prépria autora.

Os valores de HCso0, concentragao necessaria capaz de ocasionar 50% de
hemdolise, foram calculados para os peptideos Melitina, TT-1, FKW, WKW, MCF e
MCFA, listados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de HCs0 para os peptideos Melitina, FKW, WKW, TT-1, MCF e MCFA.
Peptideos HCso (ug/mL)

Melitina 8,9
FKW 311,7
WKW 295,6
TT-1 >512
MCFA >512
MCF >512

Fonte: Elaborado pela propria autora.
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Os resultados para o ensaio de atividade hemolitica confirmamo que é descrito
em literatura para Melitina, um peptideo de acgdes citoliticas inespecificas (Papo; Shai,
2003, Askari et al., 2021). Além disso, todos os analogos estudados se demonstraram

menos toxicos que a Melitina, molécula original.

4.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A viabilidade celular das linhagens MRC-5, fibroblasto de pulmao, A549,
adenocarcinoma de pulmao, MCF-7, adenocarcinoma de mama e MDA-MB-231,
adenocarcinoma de mama, todas linhagens derivadas de humanos, foram avaliadas
para os peptideos: Melitina, MCFA, MCF, TT-1, FKW e WKW, nas concentracdes de
128 ug/mL, 64 ug/mL, 32 pg/mL, 16 ug/mL, 8 ug/mL, 4 ug/mL, 2 uyg/mL e 1 uyg/mL. As
placas foram tratadas com os peptideos por 24 horas para avaliar a atividade
citotoxica através da técnica MTT.

Essas linhagens celulares foram escolhidas para este trabalho considerando
as estatisticas de cancerno mundonos ultimosanos, os canceres de pulmaoe mama
estao entre os mais incidentes e com maior mortalidade, como pode ser observado
na Figura 8. Em 2022, o cancer de pulmao foi 0 mais incidente, gerando 2.5 milhdes
de casos, além de ocasionar 1.8 milhdes de mortes, configurando o cancer com maior
mortalidade. O cancer de mama feminino foi o segundo mais incidente, com 2.3
milhdes de casos e o0 quarto com maior mortalidade, com 666 mil mortes (Bray et al.,
2024).
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Absolute numbers, Incidence and Mortality, Both sexes, in 2022
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Figura 8: Numeros absolutos de incidéncia e mortalidade de canceres no mundo em 2022.
Fonte: Cancer TODAY - IARC - https://gco.iarc.who.int

A linhagem MRC-5, fibroblasto do tecido pulmonarhumano, é frequentemente
utilizada no estudo de novas terapias, devido as suas propriedades
imunossupressoras (Lekovic et al., 2020). A linhagem A549, adenocarcinoma de
pulm&o humano, € amplamente utilizada em pesquisas em cancer, avaliando fatores
como proliferagao celular,invasao celular e respostas a diferentes terapias (Wang et
al., 2021).

As linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 sao células de adenocarcinoma
de mama humano, muito utilizadas em estudos de mecanismos regulatérios e terapias
para cancer de mama. Estas diferem em relacdo a agressividade, a MDA-MB-231
apresenta um perfil mais agressivo que a MCF-7, além de exibir alto potencial
metastatico (Wang et al., 2015; San-Millan et al., 2023).

Em relagdo a atividade dos peptideos, avaliou-se inicialmente a linhagem de
fibroblasto de pulmao humano nao tumoral (MRC-5). Nas concentragcdes mais baixas,

nenhum dos peptideos testados apresentou toxicidade significativa. A Melitina,
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entretanto, demonstrou efeito citotdxico a partir de 8 pg/mL, reduzindo a viabilidade
celularpara 10,5%, com uma ICso de 5,8 yg/mL. Os analogos FKW e WKW exibiram
toxicidade a partir de 32 pg/mL, resultando em viabilidades celulares de 42% e 29%,
e valores de ICso0de 30,5 pyg/mL e 25,8 ug/mL, respectivamente.

Para a linhagem de adenocarcinoma de pulmao (A549), a Melitina demonstrou
toxicidade a partir de 4 yg/mL ICs0 de 3,8 pyg/mL), revelando-se mais potente do que
nalinhagem nao tumoral. Em contrapartida, os peptideos WKW e FKW apresentaram
perfil toxico apenas a partir de 32 uyg/mL e 64 pug/mL, respectivamente. Observou-se
que os valores de ICso para estes analogos (45,5 e 25,5 ug/mL) foram maiores ou
proximos aos obtidos na linhagem MRC-5, indicando auséncia de seletividade para
esta linhagem tumoral.

Resultados distintos foram observados na linhagem de adenocarcinoma de
mama (MCF-7). Conforme a Figura 9 e Tabela 4, a Melitina apresentou toxicidade a
partir de 8 ug/mL (viabilidade de 34%), tornando-se completamente toxica a partir de
16 pg/mL. SualCso (7,0 ug/mL) foi maior que o observado nas linhagens de pulméo.
Destaca-se, contudo, o desempenho dos analogos FKW e WKW: ambos
apresentaram toxicidade a partir de 16 pg/mL e, na concentracdo de 32 ug/mL,
reduziram a viabilidade para5,5% e 8,5%, respectivamente. Os valores de ICs0 obtidos
(12,2 pyg/mL para o FKW e 13,6 ug/mL para o WKW) foram inferiores aos observados
na linhagem n&o tumoral MRC-5. Isso indica que, ao contrario da Melitina, estes
analogos apresentaram maior seletividade para a linhagem tumoral MCF-7.

Por fim, para a linhagem de mama triplo-negativo (MDA-MB-231), a Melitina
passou a apresentar potencial toxico a partir de 8 ug/mL (de 7,7 pg/mL). Jao FKW e
o WKW exibiram toxicidade a partir de 32 ug/mL, com valores de ICs0 de 30,4 e 22,9
pMg/mL, respectivamente. Diferentemente do observado na linhagem MCF-7, a
diferenca entre estes valores e os obtidos na linhagem nao tumoral foi minima,
sugerindo menor seletividade para este subtipo celular mais agressivo.

De maneirageral, os peptideos TT-1 e MCF nao demonstraram potencial toxico
nas concentragées de trabalho para nenhuma das linhagens testadas, tanto as
tumorais, quantoanao tumoral. E o peptideo MCFA seguiu o mesmo padrao em todas
as linhagens, sendo citotéxico apenas na maior concentracao testada, 128 ug/mL
(Figura 9, Tabela 4).
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Figura 9: Avaliacdo da viabilidade celular das linhagens MRC-5, A549, MCF-7 e MDA-MB-231 em 24h
de tratamento com os peptideos, nas concentragdes de 1 a 128 ug/mL.
Fonte: elaborado pela prépria autora.

A partir dos dados obtidos no ensaiode viabilidade celular,foram calculados os
valores de ICs0, concentracdo necessaria para que ocorre reducido de 50% da
viabilidade celular, e o indice de seletividade (1.S), dado pela razdo entre a ICso da
célulando tumoral e a ICs0 da célula tumoral, dos peptideos Melitina, TT-1, FKW,
WKW, MCF e MCFA, listados na tabela abaixo.
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Tabela 4: Valores de ICso e I.S. para os peptideos Melitina, MCFA, MCF, TT-1, FKW e WKW testados
nas linhagens MRC-5, A549, MCF-7 e MDA-MB-231.

Peptideos ICs0 .S
MRC-5 A549 MCF-7 MDA-MB-231 A549 MCF-7 MDA-MB-231

Melitina 58+09 38+031 7.0+07 7.7+0.3 1.5 0.8 0.7
MCFA 1059 +3.1 1153 +154 91.3+25 119.4 £ 3.1 0.9 1.2 0.9
FKW 305+3.0 45524 122+04 304126 0.7 2.5 1.0
WKW 258+36 25524 136112 229+1.2 1.0 1.9 1.1

MCF >128 >128 >128 >128 - - -

TT1 >128 >128 >128 >128 - - -

Fonte: Elaborado pela propria autora.

Os valores de |.S observados na Tabela 4 demonstram que os peptideos FKW

e WKW apresentam maior seletividade que a Melitina em relagao a linhagem MCF-7.

4.5 ENSAIO CLONOGENICO

Com o intuito de avaliar a viabilidade reprodutiva das células, ou seja, a
capacidade de gerar uma coldnia de 50 ou mais células mediante tratamento com os
peptideos, foi realizado o ensaio clonogénico (Franken, 2006). As células foram
tratadas com os peptideos na concentragdo da ICso da Melitina para as linhagens
MRC-5, A549 e MCF-7, plagueadas em placas de 6, mantidas em estufa a 37°C por
8 dias. Apos isso, foram fixadas com paraformaldeido 14% e coradas com solucéo de
violeta cristal.

Para a linhagem celular MRC-5, ndo tumoral de pulméo, na ICso da Melitina,
pode-se observar que mesmo apos o tratamento com os peptideos MCFA e FKW, a
célula manteve a capacidade de se regenerar, formando aproximadamente 100% de
colénias compostas por 50 células ou mais. Para o peptideo WKW, é possivel notar
que ha uma formacao de 77,5% de colénias em relacdo ao controle. O tratamento
com Melitina, por sua vez, possibilitou a formacao de 70% de colénias em sua ICso.

Na linhagem celulartumoral de pulmao, A549, temos que o tratamento na ICso
da Melitina com os peptideos MCFA e FKW nao afetou a formagao de coldnias, a
porcentagem manteve-se proxima do controle. O peptideo WKW levou a uma

formacéo de 63,7% de colénias, quando comparado ao controle. Para a Melitina, é
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possivel observar que o tratamento nao afetou a formagao de colénias de maneira
significativa, com um valor em torno de 85%.

Para a MCF-7, linhagem tumoral de mama, observa-se que o tratamento com
o peptideo MCFA apresentou uma porcentagem de coléniasde 81%, ndo afetandode
forma significativa a reprodutibilidade da célula. Para o peptideo FKW, temos um
resultado diferente quando comparado a outras linhagens, com um valor de 65,5% de
colénias. O tratamento com WKW afetou a formagao de colénias de forma que a
porcentagem foi de 71,6%. Para a Melitina, a formagéo de colénias nao foi afetada de
forma significativa, de modo que a porcentagem foi de 87,5%, mesmo em sua ICso.

Ja para a MDA-MB-231, linhagem tumoral de mama, nota-se que o tratamento
com a Melitina ndo afetou a formacdo de coldénias de maneira significativa,
apresentando 82,6% de coldnias relativas ao controle. Os analogos FKW e WKW se
comportaram de maneira semelhante, ja o tratamento com o peptideo MCFA nao
provocou diminui¢cdo na formacéao de colbnias.

Os resultados estao exibidos na Figura 10.
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Figura 10: Ensaio clonogénico para as linhagens celulares MRC-5, A549, MCF-7 e MDA-MB-231, nas

concentragdes de IC50 da Melitina.

Fonte: elaborada pela prépria autora.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o encurtamento e modificagdes
especificas da estrutura da Melitina geram peptideos com caracteristicas fisico-
quimicas interessantes, como maior hidrofobicidade e momento hidrofébico. Além
disso, todos os analogos foram expressivamente menos toxicos, com menores valores
de atividade hemolitica e citotoxicidade para as linhagens ndo tumorais humanas,
caracteristicas que diferem da Melitina, visto que sua alta toxicidade para células
normais impede a sua implementagcdo na clinica médica. Em relagdo ao ensaio
clonogénico, nota-se que o tratamento com os peptideos ndo altera de forma
significativa a formacgao de coldnias das linhagens testadas.

Entre os analogos estudados, é possivel notar que os peptideos FKW e WKW,
que sao modificagdes estratégicas da sequéncia do TT-1, possuem os melhores
resultados emrelagao a Melitinae aos demais analogostestados, principalmente para
alinhagem celular MCF-7, tumoral de mama.

Apesar dos peptideos FKW e WKW apresentarem os melhores resultados e
possuirem maior seletividade que a Melitina, esse potencial ainda pode ser
aprimorado através de outras modificacbes em suas sequéncias, tais como
dimerizagdo, dendrimerizagdo e bioconjugacdo, alteragdes conhecidas por
aumentarem a atividade de AMPs e ACPs.

Assim, espera-se que este trabalho contribua para os estudos de peptideos
bioativos com potencial antitumoral, a partir de novas modificagdes nas moléculas
mais promissoras, visto que o cancerainda € uma das principais causas de morte no

mundo.
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