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Resumo

Os venenos séo ricas fontes de compostos biologicamente ativos, como por
exemplo, os peptideos. O mastoparano-7 é um dos peptideos encontrados, e
inUmeras atividades bioldgicas tém sido atribuidas ao composto. Uma das recentes
inovacoes relatadas sobre o mastoparano € a toxicidade que este desempenha em
células tumorais. O desenvolvimento de novos farmacos antitumorais seletivos € um
desafio na busca da cura do cancer. Desta forma o objetivo deste trabalho foi o de
avaliar a citotoxicidade do mastoparano em célula K562 comparando com o veneno
bruto de Polybia paulista (vespa). Para tanto, foram realizados os tratamentos com
diferentes concentragbes do mastoparano (25 - 100 uM) e do veneno (20 - 200
ug/mL). A citotoxicidade foi determinada pelo ensaio de reducdo de MTT. O
mastoparano se mostrou mais citotoxico que o veneno bruto reduzindo a viabilidade
celular na maior concentracdo testada (100 uM — 142 pug/mL) em 66% comparado
com 33,5% do veneno na concentracdo de (100 ug/mL). Para células K562 o
mastoparano também foi antitumoral, todavia outros estudos precisam ser realizados
para evidenciar tal efeito, bem elucidar o mecanismo de ag&o do composto.

Introducéo

Embora a leucemia nado seja o tipo de cancer que ocorre em maior frequéncia,
esta doenca apresenta altos indices de incidéncia e também de morte. (INCA, 2016).
Das leucemias, a mieldéide cronica (LMC) € uma doenca mieloproliferativa crénica
clonal. A incidéncia da LMC é de um a dois casos para cada 100 mil habitantes/ano
e representa aproximadamente 15% de todas as leucemias. Classicamente, a
doenca evolui em trés fases: cronica (FC), acelerada (FA) e crise blastica
(CB)(BORTOLHEIRO et al., 2008).

A linhagem celular K562 é derivada de um paciente com LMC com crise
blastica. Com base na possivel presenca do marcador celular da leucemia mieloide
cronica, o cromossomo Ph, essas células, pertencentes a seérie de células
granulociticas e sao consideradas como um 6timo modelo de estudo (KLEIN,1976).

Com o progresso das areas de bioprospeccéao e biotecnologia voltadas para a
saude, hoje se exploram o uso de substancias produzidas ndo somente por plantas,
mas de diversos organismos como fungos, bactérias e também venenos de animais
(GOMES et al., 2010).

O veneno de vespas e abelhas sdo usados para defender a si préprios e suas
larvas da ameaca de intrusos e/ou predadores de seus ninhos (MENDES et al.,
2004). Estes venenos sao considerados ricas fontes de compostos biologicamente
ativos, 0s quais contém uma mistura complexa de aminas, pequenos peptideos
(mastoparanos) e enzimas (HABERMANN, 1972).
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Atualmente, um dos principais problemas vivenciados por pacientes
submetidos a quimioterapia sdo os severos efeitos colaterais e a resisténcia das
células tumorais as drogas. Desta forma, o desenvolvimento de novos farmacos
anticancerigenos com diferentes mecanismos de acao é um grande desafio na cura
do céncer.

Nos ultimos trinta anos, os peptideos antimicrobianos tém recebido crescente
atencdo por parte dos pesquisadores, por se mostrarem potenciais candidatos a
producdo de medicamentos cancerigenos. De fato, o mastoparano, como
mencionado, é um peptideo encontrado no veneno de vespas (SOUZA et al., 2009)
e pelo fato de ja ter tido sua citotoxicidade descrita para linhagem de células
tumorais (WANG et al.,, 2008), o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
citotoxicidade do mastoparano em célula K562 comparando com o veneno bruto de
Polybia paulista (vespa).

Materiais e Métodos

Extracdo, obtencéo e quantificacdo de proteina do veneno bruto:

Os ninhos de vespa foram coletados em agosto de 2017, em Ponta Grossa (PR),
para o sacrificio,o ninho foi mantido por 48 horas a uma temperatura de — 20 °C. Foi
realizado entdo o recolhimento das vespas do ninho, armazenando-as no freezer a
mesma temperatura. Extraiu-se entdo 4500 (quatro mil e quinhentas) glandulas,
dissecando o aparelho de inoculagdo do veneno, com o auxilio de uma pinca
oftalmica. O veneno bruto foi obtido a partir da centrifugacdo (14.000 rpm) das
glandulas de veneno ap6s suave compressdo , na presenca de tampao salino
fosfato (PBS). A quantificacdo das proteinas do veneno bruto se deu através do
método de Azul de Coomassie, descrito por Bradford (1976).

Obtencdo do mastoparano
O mastoparano-7 foi adquirido comercialmente da empresa Sigma®, cédigo M212.

Cultura de células e condi¢bes de cultivo:

As células K562 foram cultivadas em RPMI 1640 pH 7,4, contendo soro fetal bovino
(SFB) a 10%, suplementado com 24 mmol.L? de bicarbonato de sédio,
2 mM de L*glutamina, 1mM de piruvato sédico e com 10.000 U de penicilina e 10
mg de estreptomicina por litro. Mantidas na estufa umidificada a 37 °C com CO; a
5%.

Ensaio de citotoxicidade:

As células (1x10° células/ 100uL/ poco) nas condicbes acima foram tratadas com
diferentes concentracdes do mastoparano em (25 - 100 uM) e do veneno (20 - 200
uM) e a citotoxicidade foi determinada pelo ensaio de reducdo de MTT (3-(4,5
dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo). Este ensaio reflete a atividade
das desidrogenases mitocondriais, por conseguinte, atividade metabdlica celular.
Apbs 24 horas de tratamento foram adicionados 20uL de MTT (5 mg/ml) aos pocos,
as células foram incubadas em estufa por 6 horas, o sobrenadante foi desprezado,
apos centrifugacdo por 5 minutos a 14.000 rpm, e sobre o precipitado celular
adicionou-se 200uL de DMSO, homogenizou-se e realizou-se a leitura da placa no
espectrofotometro a 550nm.
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Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Utilizando o
Software estatistico PRISMA version 5, as comparagfes entre amostras foram
obtidas por teste ANOVA one way, seguidos pelo pds-teste de Tukey.

Resultados e Discusséo

Baseado nos ensaios de citotoxicidade realizados em cultura de 24 horas,
obtivemos resultados que demonstram que o veneno bruto extraido das vespas da
espécie P. paulista e o composto isoldado mastoparano, que consiste em uma
proteina isolada também de vespa (adquirido comercialmente), foram capazes de
reduzir o crescimento/proliferagcdo celular bem como induzir morte das células K562.
Este resultado estd demonstrado na Figura 1.

O veneno bruto reduziu a viabilidade celular a partir da concentracdo de 50
pg/mL, todavia a concentracdo de 100 pg/mL foi a mais efetiva, com reducdo da
viabilidade celular de 33,5 % (Figura 1). O mastoparano, por outro lado, foi mais
citotoxico, gerando uma reducdo acentuada da viabilidade celular na maior
concentracéo testada (100 uM — 142 ug/mL) correspondente a 66% (Figura 1). A
concentracdo de mastoparano que reduziu a viabilidade celular em 50% (ICsp) foi
52,61 + 1,89 uM.
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Figura 1. Citotoxicidade do extrato do veneno bruto da vespa Polybia paulista e da

proteina isolada mastoparano-7 sobre a linhagem tumoral K562. Na figura, lado esquerdo,
esta demonstrada a viabilidade das células tratadas com o veneno bruto por 24 horas, com concentragfes de 20-
200 pg/ml. Do lado direito da figura esta demonstrado a viabilidade das células tratadas com o mastoparano por
24 horas, com concentracdo de 25, 50 e 100 pg/ml. Os resultados estdo expressos em média + erro padrao
média de trés experimentos independentes com n= 3 — 9 por experimento. O simbolo * significa diferenca
estatistica em relagéo ao controle, definida por ANOVA one way e pelo pos-teste de Tukey.

O efeito de citotoxicidade do mastoparano e do veneno bruto de vespa foi
também avaliado por microscopia Optica de luz (dados ndo mostrados). Observou-se
um aglomerado de células arredondadas que se mantém em suspensao na cultura
controle. Segundo Klein e colaboradores (1976), as células K562 sao arredondadas
e relativamente lisas, com um pequeno numero de microvilosidades curtas quando
avaliadas por microscopia eletronica de varredura. Nos tratamentos de 24 horas com
as diferentes concentra¢des, de mastoparano e, bem como veneno bruto, as células
mudaram sua morfologia, perderam seu formato arredondado caracteristico,
reduziram o volume e, apresentaram maior nimero de granulos.

Existem poucos trabalhos que relatam o potencial antitumoral do
mastoparano. Azevedo e colaboradores (2015) realizaram um estudo utilizando
mastoparano extraido do veneno da Vespula lewisii e observaram que este
apresenta atividade antitumoral para a linhagem de melanoma humano B16F10, o
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mastoparano obtido do veneno da Vespa crabo (European Hornet) também foi
relatado como antitumoral para as linhagens tumorais de pulméo (H157), de préstata
(PC-3), de mama (MCF-7) para melanoma (MDA-MB 4355) e glioma (U251MG) por
Chen e colaboradores (2018). Do veneno de vespa social brasileira Polybia paulista,
Wang e colaboradores (2008) utilizaram outro peptideo e seus analogos e também
observaram inibicdo da proliferacdo de células das linhagens de cancer de bexiga
humana (Biu87) e cancer de proéstata (PC-3). Esses trabalhos indicam que venenos
de insetos, e em especial peptideos como 0 mastoparano, sao capazes de reduzir a
viabilidade celular de linhagens tumorais, resultado que foi corroborado por este
trabalho que utilizou o modelo experimental de leucemia.

L

Conclusdes

Apoés os dados analisados nesse trabalho, foi possivel concluir que o veneno bruto
da vespa Polybia paulista e 0 mastoparano sdo citotoxicos para a linhagem de
leucemia K562.
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