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RESUMO

Segundo a Organizacdo Mundial da Salde, a leucemia promielocitica aguda (LPA) é
classificada como um subtipo de LMA e, embora represente menos de 10% de todas as
formas de LMA, ¢ uma doenga de carater agressivo e de rapida progressdo. Medicamentos
como ATRA (Acido Trans Retindico), ATO (trioxido de arsénio) e quimioterapicos
(antraciclinas) sdo utilizados no tratamento padrdo ouro da LPA. No entanto, potenciais
efeitos adversos causados pelo ATRA e o desenvolvimento de resisténcia contra os
quimioterapicos sdo obstaculos encontrados na pratica médica. Recentemente, diversos
estudos com peptideos antioxidantes estdo sendo realizados, e potenciais efeitos
anticancer tem sido identificados. Nesse sentido, este trabalho tem como objetivo avaliar
se a Salamandrina-I, um peptideo antioxidante recém identificado, tem acdo sobre a
viabilidade e proliferacdo de células HL-60. Inicialmente, realizamos o ensaio de MTT
para avaliar a viabilidade das células e, posteriormente, validamos a apoptose e
proliferagdo celular por citometria de fluxo. Utilizamos ainda a técnica de PCR em tempo
real para avaliar o perfil transcricional das células HL-60 mediante a presenca de
Salamandrina-l. Em suma, observamos que Salamandrina-1 é capaz de induzir apoptose
de maneira dose dependente (IC25; p=0,0417) e 1C50; p<0,0001), além de promover
disfungéo mitocondrial (1C25 e IC50 p<0,0001) na linhagem HL-60. Identificamos ainda
que este peptideo foi capaz de diminuir a proliferacdo das células HL-60 (1C25; p=0,0012
e 1C50; p <0,0001) e promover um aumento na expressao de varios genes envolvidos no
inflamassoma como CASP1 (IC25 p=0,0303; 1C50 p=0,0003), NLRP1 (IC25 p= 0,0002;
IC50 p<0,0001), NLRP3 (IC25 p= 0,0501; IC50 p= 0,0056) e IL-18 (IC25 p<0,0001;
IC50 p<0,0001). Essa ¢ a primeira demonstragdo do potencial anticancer da
Salamandrina-I e esses resultados oferecem informagdes importantes que podem permitir

o design de futuras moléculas bioativas usando a Salamandrina-1 como modelo.



PALAVRAS-CHAVE: peptideo antioxidante; Salamandrina-1; LMA.



ABSTRACT

According to the World Health Organization, acute promyelocytic leukemia
(APL) is classified as a subtype of AML and, although it represents less than 10% of all
forms of AML, it is an aggressive disease with rapid progression. Medicines such as
ATRA (Trans Retinoic Acid), ATO (arsenic trioxide), and chemotherapeutics
(anthracyclines) are used as gold standard treatment of APL. However, potential adverse
effects caused by ATRA and the development of resistance against chemotherapy are
obstacles encountered in medical practice. Recently, several studies with antioxidant
peptides are being carried out, and potential anticancer effects have been identified. In
this line, this study aims to evaluate whether Salamandrin-I, a recently identified
antioxidant peptide, can affect the viability and proliferation of HL-60 cells. Initially, we
performed the MTT assay to assess cell viability, and subsequently, we validated cell
apoptosis and proliferation by flow cytometry. We also used the real-time qPCR to
evaluate the transcriptional profile of HL-60 cells in the presence of Salamandrin-I. In
summary, we observed that Salamandrin-I is capable of inducing apoptosis in a dose-
dependent manner (IC25; p=0.0417) and IC50; p<0.0001), in addition to promoting
mitochondrial dysfunction (IC25 and IC50 p<0.0001) in the HL-60 cells. We also
identified that this peptide was able to decrease the proliferation (IC25; p= 0.0012 and
IC50; p <0.0001) and promote an increase in the expression of several genes involved in
the inflammasome such as CASPI (IC25 p =0.0303; IC50 p=0.0003), NLRP1 (IC25 p=
0.0002; IC50 p<0.0001), NLRP3 (IC25 p= 0.0501; IC50 p= 0.0056) and /L-1p (IC25
p<0.0001; IC50 p<0.0001). This is the first demonstration of the anticancer potential of
Salamandrin-I and these results offer important information that may allow the design of
future bioactive molecules using Salamandrin-I as a template.

KEYWORDS: antioxidant peptide; Salamandrina-I; AML
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1. INTRODUCAO:

1.1. Fisiopatologia das leucemias agudas

As leucemias agudas sé@o formadas por um grupo heterogéneo de desordens
neoplasicas. Geralmente essas alteragdes acontecem em células-tronco hematopoiéticas
ou em progenitores primitivos e devido a isso, ha um desbalango em relacdo a produgéo
e morte dessas celulas, causando um acumulo de células jovens, denominadas blastos, na
medula 6ssea. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a leucemia é
classificada como aguda mediante a presenca de 20% ou mais dessas celulas imaturas a
nivel de sangue periférico e/ou medula 6ssea (BORTOLHEIRO, 2006). Dependendo dos
precursores afetados, as leucemias agudas podem ser divididas em leucemia linfoide ou
mieloide.

Em contrapartida, a leucemia linfoide aguda (LLA) é uma doenca maligna,
comum em criangas, e é caracterizada pelo acumulo de linfoblastos na medula 6ssea. Essa
doenca esta associada a mutacdes e rearranjos génicos. As alteragcdes mais comuns sdo a
translocacdo de t (12;21) (pl13; q22)ETV6-RUNXI), t(1;19) (TCF3-PBXI) e
1(9;22)(q34;q11) (BCR-ABL) (BLUNCK, 2014; TERWILLIGE ez al., 2017).

Em contrapartida, a leucemia mieloide aguda (LMA) também ¢ uma doenga
maligna, com maior incidéncia em adultos com idade igual ou superior a 60 anos,
originada a partir de anomalias genéticas, as quais resultam em producao exacerbada de
clones neoplasicos de células mieloides. As causas das alteragdes, anormalidades e
mutacdes genéticas ndo sao bem estabelecidas, porém, sabe-se que o contato anterior com
quimioterapicos ou certas substancias podem levar a um quadro de LMA (HOFFBRAND
etal.,2011; SHORT et al., 2018). As anormalidades mais recorrentes sao a translocagao

t(8;21) (q22;922), a inversdo do cromossomo 16 (inv(16)(p13g22)) e a translocacdo de
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t(15;17)(q22;q12) que gera a oncoproteina de fusio PML-RARa (RUEDA et al., 2004;
LEAL et al.,2009; EGHTEDAR et al., 2012; AYATOLLAHI et al., 2020).

Devido a grande heterogeneidade de alteracdes genéticas apresentadas pela LMA, o
grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) decidiu organizar uma tabela de classificacdo
das doencas mielodispldsicas baseado principalmente nos aspectos morfoldgicos e
citoquimicos das células (tabela 1). Apesar da vantagem de uniformizar e tentar
padronizar as diferentes apresentagdes da LMA, alguns casos ndo se encaixavam nas
classificagdes disponiveis e, portanto, surgiu a necessidade de um novo sistema de
classificagdo. Nesse sentido, morfologistas integrantes da OMS, iniciaram uma nova
classificagdo baseada em imunofenotipagem e genética associadas a parametros clinicos

(tabela 2) (KUFE et al. 2003; BORTOLHEIRO, 2006, ARBER et al., 2016).

Tabela 1. Classificacao da FAB da LMA.

MPO* por método imunolégico ou ultra

MO estrutural CD13* ou CD33* ou CDI11B*
MPO* =35
Ml >90% blastos das ceélulas nucleadas da M.O.
%% blastos M.O. =30%* e <90%: celulas nucleadas
M2 da M.O. componente monocitico <20%
M3 Predomimo de células M3 (Promuelocitos)
- Simular a M2
M4 Componente monocitico da M.O. entre 2004 e

80°% efou =5.000 mondcitos/mm?3 no SP

Componente monocitico =80% das células nio-
M3 -eritroides. M3A:ndiferenciada (monoblastica) /
M3B: diferenciada (monocitica)

M6 Entroblastos >50% das ceélulas nucleadas da
M.O.

M7 Megacamoblastos =30% das celulas nucleadas
da M.O.

(*) 30%% na classificagiio FAB micial reavaliada para 20%: pela
classificagio da OMS - 1999,

(Obtido de Martins et al., 2000)



Tabela 2. Classificacdo da OMS para Leucemia Aguda

Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e Neoplasias Relacionadas

LMA com anormalidades genéticas recorrentes

e LMA ¢/t(8;21)(q22;q22.1);RUNX1-RUNXIT1
e LMA ¢/inv(16)(p13.1922) ou

e (16;16)(p13.1;q22);CBFB-MYH11

e LPA c¢/PML-RARA

e LMA ¢/t(9;11)(p21.3;23.3);MLLT3-KMT2A

e LMA ¢/ t(6;9)(p23;q34.1);DEK-NUP214

e LMA c¢/inv(3)(q21.3926.2) ou t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2,
e MECOM

e LMA (megacarioblastica) c/

o 1(1;22)(p13.3;q13.3);RBM15-MKL1

e LMA ¢/ BCR-ABLI1

e LMA ¢/ NPMI1 mutado

e LMA c/ Mutagdes bialélicas de CEBPA

e LMA ¢/ RUNXI mutado

e LMA com altera¢des mielodisplasicas relatadas

e Neoplasias mieloides relacionadas a terapia

e LMA,NOS

e LMA ¢/ diferenciagdo minima

e LMA s/ maturagdo

e LMA ¢/ maturagdo

e Leucemia mielomonocitica aguda

e Leucemia monoblastica/monocitica aguda

e Leucemia eritroéide pura

e Leucemia megacariocitica aguda

e Leucemia basofilia aguda

e Panmielose com miclofibrose aguda

e Sarcoma Mieloide

e  Proliferagdo mieloide relatada em Sindrome de Down
e  Mielopoiese anormal transitoria (TAM)

e Leucemia mieloide associada a Sindrome de Down

(Adaptado de ARBER et al., 2016)
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1.2. Leucemia promielocitca: aspectos epidemiologicos e fisiopatologia

Leucemia promielocitica aguda (LPA) ¢ um tipo raro de LMA que representa menos
de <10% das LMA. A LPA possui maior incidéncia em adultos com idades entre 20 a 59
anos, sem predominio de sexo (ARAUJO, 2022); e é caracterizada por uma distinta
morfologia e uma translocagdo especifica t(15;17), em que o gene promielocitico no
cromossomo 15 (PML) se funde ao receptor de acido retindico alfa (RARa) no
cromossomo 17 (LAVAU et al., 1994; THOMAS, 2019), gerando o gene hibrido PML-
RARao, que ¢ responsavel por suprimir a transcricdo de diversos genes relacionados a
diferenciag¢do mieloide (SANZ et al., 2021). Essa ¢ uma doenga de carater agressivo e de
rapida progressdo que antigamente era fatal. No entanto, com os avangos no tratamento,
o prognostico atual ¢ bom, classificando-a como uma das leucemias com alto indice de
remissio (ARAUJO et al., 2022). A LPA pode apresentar duas morfologias distintas: a
hipergranular e microgranular, sendo que a primeira ¢ a mais comum (SAINTY et al.,
2000). Quanto aos aspectos clinicos da doenga, os pacientes normalmente apresentam
pancitopenia, palidez, fadiga, dispneia; podem apresentar febre devido as infecgdes
recorrentes; e geralmente ha presenca de infiltracdes em orgaos e tecidos. Além disso, a
LPA estd relacionada a coagulopatias que geram severas hemorragias causadas por
coagulacdo intravascular disseminada (CIVD), sendo a principal causa de altas
mortalidades se o diagnodstico ndo for precoce e exato (JACOMO et al., 2008; RYAN et

al., 2018).

1.2.1. Classificacio e diagnostico

De acordo com os critérios da FAB, os promieldcitos podem receber duas

classificagdoes: M3 (hipergranular) e M3 (hipogranular). A forma cléssica, hipergranular,


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sainty+D&cauthor_id=10942370
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apresenta um nucleo excéntrico, citoplasma com abundante granulagdo e numerosos
bastonetes de Auer (“faggot cells”). J4 na forma variante, hipogranular, os blastos
apresentam o nucleo bilobado e escassa granulagdo. (BENNETT et al, 1976;

MCKENNA et al., 1982; JACOMO et al., 2008)

Figura 1. Promieldcitos. Figura A apresenta em sua maioria blastos com nucleo irregular,
citoplasma hipergranular e bastonetes de Auer. B apresenta blastos com nucleo regular e
citoplasma hipergranular. C mostra blastos com nucleos similares e apresentagdo de

muitos bastonetes de Auer (Modificado de SAINTY et al., 2000).

A porta de entrada para definir alteragdes em células hematolodgicas € a realizacdo do
hemograma onde a pancitopenia ¢ identificada e, posteriormente, na lamina de esfregaco
sanguineo, por meio da observagdo de promielocitos e esquizocitos no sangue periférico.
O mielograma também pode evidenciar os promieldcitos neoplésicos, os quais se coram
fortemente com mieloperoxidase e Sudan Black JACOMO et al., 2008).

Os promieldcitos também podem ser identificados por meio de imunofenotipagem,
método que ajuda na identificacdo de marcadores de LPA, possibilitando um diagndstico

precoce. Normalmente os marcadores sao: CD34 (marcador de células precursoras
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hematopoiéticas) negativo, CD13 e CD33 (marcadores mieloides) positivo e CD117
(marcador mieloide) apresentando baixa intensidade de fluorescéncia. (RYAN et al,
2018).

O diagnostico de LPA ¢ confirmado através de técnicas citogenéticas ou biologia
molecular como FISH e PCR, pois sdo capazes de detectar mutacdes, como a t(15;17),

presente na leucemia promielocitica aguda (RYAN et al., 2018).

1.2.2. Tratamento

A evolugdo da LPA ¢ rapida e bastante agressiva, portanto, a partir da suspeita
morfoldgica, deve-se iniciar imediatamente o tratamento com dacido trans retindico
(ATRA), uma vez que reduz significativamente o risco da coagulopatia e hemorragia
severa. Se a suspeita ndo for confirmada, o ATRA pode ser descontinuado sem problemas
de toxicidade (YILMAZ et al., 2021).

O regime de tratamento consolidado para LPA ¢ composto por ATRA e ATO, caso nao
houver ATO disponivel, a quimioterapia com antraciclinas ¢ usado como substituto. O
regime que combina ATRA e ATO ¢ preferencial pois, além das substancias apresentarem
sinergismo entre si, reduz risco de mielosupressao, toxicidade cardiaca, efeitos adversos
de antraciclinas e o risco de desenvolvimento de outras leucemias (LALLEMAND-
BREITENBACH et al., 2013).

O ATRA ¢ derivado da vitamina A e ¢ capaz de induzir diferenciagdo dos
promieldcitos e morte celular, porém, ainda ndo se sabe exatamente o mecanismo de acao
desse medicamento (DRUGBANK; YILMAZ et al., 2021). ATO também ¢ capaz de
induzir diferenciagdo através da degradacdo de PML-RARa e ativagdo de caspases que
levam a apoptose celular (LI ef al., 2014). Apesar de causar morte celular, ATRA nao ¢

capaz de erradicar os clones neoplasicos e, por esse motivo, o regime terapéutico deve
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incluir ATO ou quimioterapia, que, além de aumentar o tempo de vida, reduz o indice de
recidiva (LEAL et al., 2009).

Apesar do tratamento com ATRA apresentar bons resultados, esse farmaco pode
desenvolver a Sindrome do Acido Retindico (SAR) em 6 % a 27% dos pacientes. Os
aspectos clinicos apresentados sdo caracterizados por febre, ganho de peso, edema
generalizado, insuficiéncia respiratdria, insuficiéncia renal, hipotensdo arterial, derrame
pleural e/ou do pericardio. Esses sintomas sao relacionados geralmente ao aumento subito
de leucocitos no sangue periférico (SANTOS et al., 2004).

Tendo essas informagdes como base, mesmo com alto indice de aproveitamento
da terapia convencional, ha caréncia de tratamentos alternativos principalmente em
situagdes de desenvolvimento de resisténcia ao tratamento de quimioterapicos ou da
Sindrome de Acido Retindico. Portanto, a busca por novos compostos com agdo

anticancer tem sido alvo de estudos (ZHANG et al., 2023).

1.3. Peptideos antioxidantes

No tratamento padrdo ouro atual, utiliza-se ATRA, ATO e quimioterapias. Porém,
problemas como o desenvolvimento de SAR, multirresisténcia a drogas quimioterapicas
e ndo remissao ao tratamento podem vir a acontecer. Apesar do agente ATO apresentar
bons resultados, somente a utilizacdo dele ndo é suficiente para induzir a remissédo da
LPA. Por isso, com o objetivo de buscar novas alternativas, a opcdo de peptideos
bioativos pode ser considerada para utilizagdo como coadjuvantes aos tratamentos
convencionais. Tratamentos com peptideos bioativos sdo focados em oferecer baixa
toxicidade ao paciente e alta seletividade para as células cancerigenas (TORNESELLO

etal., 2020; YILMAZ et al., 2021; ZHANG et al., 2023).
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J& foi demonstrado que os blastos mieloides apresentam niveis elevados de ROS,
0 que promove um ambiente propicio para modificacdes genéticas, crescimento
descontrolado de células, favorece o escape imunoldgico e propicia um efeito anti-
apoptotico (ZHOU et al., 2013). Sendo assim, terapias com agentes antioxidantes se
tornam interessantes pois podem atuar como mediadores do estresse oxidativo. Com isso,
diversas pesquisas focadas na acao antioxidante de peptideos estdo sendo desenvolvidas.
(GALLO et al., 1994; GIULIANI et al., 2007; LAU et al., 2018; CHIANGJONG et al.,
2020). Nessa linha, ja foi demonstrado que o uso do acido azelaico, o qual é um acido
dicarboxilico natural e foi reconhecido primeiramente como um metabdlito secundario
em infeccdes fangicas por Malassezia, possui atividade antioxidante e que € capaz de
reduzir ROS e a proliferacdo, aumentar as taxas de apoptose e, por fim, aumentar a

capacidade antioxidante das células cancerigenas (ZHANG et al., 2020).

Tendo essas informagdes como base, recentemente, pesquisadores (PLACIDO et
al., 2020) isolaram o peptideo Salamandrina-I da pele do anfibio Salamandra-de-Fogo
(Salamandra Salamandra) (Linnaeus, 1758). No processo de purificacdo, as secre¢oes
foram liofilizadas e fracionadas usando C18 RP-HPLC, rendendo aproximadamente 20
fragOes. Posteriormente, dentre os peptideos identificados, a Salamandrina-1 ([M + H]+
= 1406.6 Da) foi selecionada e em seu espectro permitiu a identificacdo da sequéncia
acida de aminoécidos (FAVWGCADYRGY-NH2), apresentando um modificagdo no
terminal C (carboxiamida). Com isso, o peptideo foi comparado com outras moléculas
em bases de pesquisas apropriadas e constatou-se que esse é um peptideo sem precedentes

e com propriedades bioldgicas desconhecidas (PLACIDO et al., 2020)
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Salamandrin-l

Theoretical pl: 5.83
Aliphatic index: 40.83
GRAVY: 0.067

Figura 2. Estrutura do peptideo Salamandrina-l. Coloragbes do atomo: carbono
(verde), oxigénio (vermelho), enxofre (amarelho), nitrogénio (azul) e hidrogénio

(branco). Obtido e adaptado de Placido et al., 2020.

As secrecBes de anfibios sdo utilizadas ha bastante tempo pela Asia e nas
Ameéricas para o tratamento de diversas doengas, como alergias, inflamac6es e infec¢es.
Esses peptideos desempenham diversas funcbes fisioldgicas como defesa contra
predadores e microrganismos. Nessa linha, diversos estudos estdo sendo desenvolvidos
para explorar suas a¢des farmacoldgicas (LAU et al., 2018; PLACIDO et al., 2020).

Atividades antioxidantes foram identificadas no peptideo Salamandrina-I, porém
suas acOes ainda ndo sdo conhecidas em relacdo ao cancer e, portanto, considerando seu
efeito antioxidante e o microambiente abundante de ROS das células cancerigenas e
blastos de pacientes com LMA, este estudo tem como objetivo investigar o efeito do

peptideo Salamandrina-I sobre a viabilidade e proliferacdo das células HL-60.
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2. OBJETIVOS:

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do peptideo Salamandrina-1 sobre a viabilidade e proliferacdo das celulas

HL-60.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a citotoxicidade do peptideo Salamandrina-I sobre o cultivo de células HL-60;
- Avaliar o efeito do peptideo Salamandrina-I sobre a apoptose das células HL-60;

- Avaliar o efeito do peptideo Salamandrina-1 sobre o potencial de membrana
mitocondrial das células HL-60;

- Avaliar o efeito do peptideo Salamandrina-1 na liberacdo de LDH das células HL-60;

- Avaliar o efeito do peptideo Salamandrina-I sobre a atividade de CASP 1 das células
HL-60 por ensaio de Inflamassoma;

- Avaliar o efeito do peptideo Salamandrina-I sobre a proliferagdo celular das células HL-
60;

- Avaliar o efeito do peptideo Salamandrina-1 sobre o ciclo celular das células HL-60;

- Avaliar o efeito do peptideo Salamandrina-1 sobre a expressao génica das células HL-

60.
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3. METODOLOGIA

3.1. Cultivo celular

Neste estudo, utilizamos linhagem de leucemia mieloide aguda, HL-60 (ATCC
CCL-240). Essas células sdo promieloblastos isolados de sangue periférico de uma
mulher de 36 anos com leucemia promielocitica aguda (ATCC, acesso em 21/07/2023).

As células foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 100ug/mL de penicilina e incubadas em estufa com atmosfera de 5% de
COz a 37°C. A troca de meio era realizada a cada 48h, seguida de contagem celular na
camara de Neubauer, com o objetivo de manter a densidade celular entre 1x10° e 1x10°

células/mL.

3.2. Ensaio de viabilidade/ proliferacao celular por MTT

Este é um ensaio colorimétrico muito utilizado para avaliar danos causados por
agentes citotoxicos, tendo como finalidade avaliar a atividade metabdlica das células para
analisar a proliferacdo e/ou viabilidade ap6s o contato com o agente. A avaliacdo é
possivel por meio da quantificagdo do MTT reduzido em formazan, que séo sais de
coloracéo roxa. Apos a formacdo desses cristais, eles sdo dissolvidos e a solugdo final é
quantificada através de espectrofotometria (500-600 nm), de forma que a intensidade da
cor é diretamente proporcional a quantidade de células metabolicamente ativas (PLUMB
etal., 2004).

Para esse estudo, utilizamos o peptideo Salamandrina-1, cedido pelo professor
José Roberto Leite. Para o ensaio de MTT, 5x10* células foram semeadas em placas de
96 pocos e tratadas com concentracdes crescentes do peptideo (1 uM, 5 uM, 10 uM, 25

UM, 50 uM,100 uM), paralelamente a um grupo controle que n&o recebeu tratamento.
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Ap0s o tratamento, incubamos a placa em estufa 37°C, com atmosfera de 5% de CO- por
48h e, em seguida, adicionamos MTT (bmg/mL). A placa foi levada a incubadora
novamente por 4 horas e, ao findar desse tempo, foi centrifugada a 400xg por 10 minutos.
O sobrenadante foi delicadamente removido e 100uL de DMSO (Sigma-Aldrich) foram
adicionados com o objetivo de dissolver os cristais. Ap6s 10 minutos em bandeja
agitadora, a leitura de absorbancia foi realizada na leitora de placas DTX 800 Multimode
Detector (Beckman Coulter) a 570 nm.

Para andlise dos dados e execucdo dos calculos, utilizamos o software Prism 9
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) para calcularmos as concentracdes do
peptideo que foram capazes de gerar morte em 25% (IC25) e 50% (IC50) das células,

respectivamente.

3.3. Ensaio de apoptose por Anexina V e lodeto de Propideo (PI)

Este € um ensaio que avalia a viabilidade celular através da integridade e
permeabilidade da membrana celular. Quando as células entram em processo apoptético,
acontecem mudangas na membrana que vao translocar a fosfatidilserina, ou seja, a tltima
sera transferida do ambiente citos6lico para 0 ambiente externo, e esse evento viabiliza a
ligagdo da anexina V, que possui alta afinidade a este fosfolipidio na presenga de Ca2+,
indicando apoptose inicial. JA& o iodeto de propidio, que € um agente intercalante
fluorescente, ap6s o comprometimento da membrana, consegue chegar ao nucleo celular
e ligar-se a acidos nucléicos de fita dupla, indicando a apoptose tardia (VERMES et al.,
1995; SCHUTTE et al., 1998; RIEGER et al., 2011).

Para a execucgdo deste ensaio, utilizamos as concentragdes do IC25 (23,52uM) e

IC50 (27,01uM), encontradas no MTT e tratamos 2x10° células com o peptideo em placa
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de 48 pogos. Apos o plaqueamento e o tratamento, incubamos em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO: por 48h. Findado o periodo de incubagdo, as células foram
recolhidas das placas, transferidas para o tubo de citometria e centrifugadas. O
sobrenadante foi recolhido e mantido a -80°C para ensaios posteriores. As células foram
recolhidas e lavadas 3 vezes com PBS gelado e, posteriormente, ressuspendidas em
tampdo de Ca2* (25mM) para possibilitar a marcacdo com Anexina V FITC (BD
Biosciences, USA). Apds 15 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, as amostras
foram mantidas em gelo. Apenas no momento de aquisi¢do de cada tubo, o PI (Invitrogen)
foi adicionado. As amostras foram processadas no citdmetro de fluxo (FacsCalibur, BD
Bioscience, USA), mediante aquisicdo de 10.000 eventos e a andlise dos dados foi

realizada utilizando o software FlowJo 10.5.3 (LLC, USA).

3.4. Ensaio de avaliacio do potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) -

Rodamina 123

As alteracBes eletroquimicas na membrana mitocondrial podem ser bastante
prejudiciais a uma célula, considerando que essa organela gera energia. Este ensaio tem
como objetivo avaliar a integridade da membrana mitocondrial a partir do potencial de
membrana, e, para isso utiliza-se Rodamina 123 (Rh123), uma sonda cati6nica
fluorescente, que é capaz de penetrar a membrana mitocondrial e agregar-se a matriz
interna se a organela estiver viavel, emitindo fluorescéncia verde. Porém, quando sofre
alteragdo na membrana e uma consequente despolarizacdo, a Rodamina 123 passa a
diminuir a intensidade de fluorescéncia pois ndo esta mais ligada a membrana (TOESCU

etal., 2000; LU et al., 2018).
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Para este ensaio, plaqueamos 2x10° células em placa de 48 pocos e tratamos com
as doses de 1C25 e IC50 do peptideo. Em seguida, incubamos por 48 h em atmosfera de
5% de CO: a 37°C. Apds esse periodo, as células foram recolhidas, centrifugadas e
lavadas 3 vezes com PBS. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em
300uL de meio RPMI sem SFB e, entdo, incubadas com Rodamina (5ug/mL) por 20
minutos ao abrigo de luz e em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram
lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas, por fim, em 250uL de PBS 1X. A anélise
foi realizada em citémetro de fluxo (FacsCalibur BD Bioscience, USA), com aquisi¢do
de 10.000 eventos. A analise dos resultados foi realizada no software FlowJo 10.5.3

(LLC, USA).

3.5. Ensaio de liberacio de lactato desidrogenase (LDH)

A enzima lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima encontrada no citoplasma
estavel de todas as células. Quando a célula entra em processo de morte, seja por
apoptose, necrose ou algum outro dano, essa enzima € externada e, portanto, pode ser
quantificada (KABAKOV et al., 2018; KUMAR et al., 2018).

Para este ensaio, utilizamos o sobrenadante das células tratadas com o 1C25 e IC50
da Salamandrina-1 por 48hs. A anélise da liberacdo de LDH foi realizada utilizando o kit
Cytotox 96 (Promega, USA). Em suma, em uma placa de 96 pocos foram pipetados
100uL do sobrenadante e adicionado 50uL de Cytotox 96. A placa foi envolta em papel
aluminio por 30 minutos, em temperatura ambiente. Findado o periodo, adicionou-se
50pL de Stop Solution e os pogos foram homogeneizados. A leitura foi realizada em
leitora de placas DTX 800 Multimode Detector (Beckman Coulter, CA, USA) em

comprimento de onda 490 nm.
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3.6. Inflamassoma

Este ensaio foi utilizado para analisar a atividade da CASP 1 ap0s o tratamento
das células HL-60 com a Salamandrina-I utilizando o kit Caspase-Glo® 1 Inflammasome
(Promega), conforme recomendacdes do fabricante. O kit utilizado fornece um reagente
(Caspase-Glo® 1 Reagent ) que quando associado a aminoluciferina, mediante a presenca
de enzimas como caspases, geram uma luminescéncia. Portanto, quando ha emissdo de
bioluminescéncia, ha presenca de caspases. Além desse reagente, utilizamos um inibidor
especifico de caspase 1 (CASP 1) (Caspase-Glo® 1 YVAD-CHO Reagent) para
avaliarmos se héa atividade da ultima. Nesse sentido, huma placa de 96 po¢os contendo
5x10* células, utilizamos apenas a concentracdo mais efetiva (IC50) e incubamos por 48h.
Ao findar desse periodo, adicionamos em uma metade Caspase-Glo® 1 Reagent e na
outra metade, Caspase-Glo® 1 YVAD-CHO Reagent (inibidor seletivo de CASP 1). O
contetido dos pocgos foi homogeneizado e a placa incubada por 1 hora em temperatura
ambiente. Findado esse periodo, a leitura da luminescéncia foi realizada na leitora de

placas Multimode plate reader (PerkinElmer).

3.7. Ensaio de avaliacao de proliferacao celular (CFSE)

O carboxuflourescein sccinimidyl ester (CFSE) é um corante que se liga
irreversivelmente a proteinas intracelulares de células viaveis. Dessa forma, a medida que
as células se dividem, as células filhas retém esse corante e a fluorescéncia emitida é a
metade quando comparado com a célula mée. A quantidade de divisdes celulares pode
ser monitorada através de citometria de fluxo (JEDEMA et al., 2004).

Para a realizacdo deste teste, 1x10” células foram marcadas com 7,5uM de CFSE

por 7,5 minutos a 37°C. Apds esse periodo, a marcacgdo foi interrompida com adicéo de
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5 volumes de RPMI gelado suplementado com 10% de SFB. Os tubos foram entdo
mantidos em gelo por 5 minutos e posteriormente centrifugados a 1200 rpm por 10
minutos. Apds realizacdo do processo de contagem, 2x10° células foram plaqueadas e
submetidas ao tratamento com IC25 e IC50 do peptideo por 48h em atmosfera de 5% CO-
e temperatura de 37°C. Concluindo o periodo de incubacao, a células foram transferidas
aum tubo de citometria e lavadas 3 vezes com PBS 1X gelado e ressuspendidas em 300uL
de PBS 1X. A analise foi realizada em citémetro de fluxo (Facs Calibur, BD Bioscience,

USA), com aquisicdo de 10.000 eventos.

3.8. Ensaio do ciclo celular

Para a realizag¢do deste teste, 8x10° células em placa de 24 pogos foram tratadas
com Salamandrina-I com as doses de 1C25 e IC50 por 48h. Apds esse periodo, as células
foram recolhidas e lavadas 2 vezes com PBS. O sobrenadante foi descartado e foram
adicionados 5 mL de metanol gelado gota a gota durante um fluxo continuo do vortex.
As células foram mantidas por 1 hora no gelo (4°C) para fixacdo. Em seguida, foram
realizadas duas lavagens com PBS. As células foram ainda tratadas com solucdo de
RNase | (100ug/mL) e incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente. Findado o
periodo de incubacéo, as células foram marcadas com lodeto de Propideo (P1) (50ug/mL)
e incubadas por 15 minutos ao abrigo da luz. As amostras foram entéo transferidas para
tubos de citometria, onde completamos o volume da suspensdo celular com PBS. A
analise foi realizada em citdmetro de fluxo (FacsCalibur BD Bioscience, USA), com

aquisicao de 100.000 eventos.
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3.9. Extraciao de RNA e transcricio reversa

Para a realizacdo da extragdao, 8x10° foram cultivadas em placa de 24 pocos,
contendo meio RPMI 10% SFB. Essas células foram submetidas ao tratamento com o
peptideo Salamandrina-I nas doses de IC25 e IC50 por 48h. O RNA foi extraido
utilizando-se o TRIreagent (Sigma-Aldrich, USA) conforme as recomendagfes do
fabricante. A quantidade e a pureza do RNA obtido foi verificada através da utilizacdo do
espectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Fisher, USA). O total de 1 ug de RNA foi utilizado
para a sintese de cDNA, por uso do kit High Capacity cDNA Transcription Kit (Thermo

Fisher, USA), seguindo as orientacdes do fabricante.

3.10. PCR em tempo real

Para avaliar o impacto da Salamandrina-I sobre o perfil transcricional da linhagem
HL-60, utilizamos a metodologia SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher, USA). As
reacOes foram realizadas em duplicatas e a analise feita a partir da metodologia de AACt
(PFAFFL et al., 2001; SINGH et al., 2016) tendo como gene calibrador o GAPDH. A

sequéncia dos primers utilizados estdo listadas na tabela 3.



Tabela 3. Primers utilizados nédos ensaios de PCR em tempo real.

Gene Sequéncia Forward/Reverse (5'-3")
CASP 1 AAGACCCGAGCTTTGATTGACTC
AAATCTCTGCCGACTTTTGTTTCC
CASP 3 CTAGCGGATGGGTGCTATTG
GATACACAGCCACAGGTATGAG
CASP 8 GGATGGCCACTGTGAATAACTG
TCGAGGACATCGCTCTCTCA
IL-1B AGAAGTACCTGAGCTCGCCA
TGTTTAGGGCCATCAGCTTCA
NLRP1 AAGGGGCAGGCCACTCTCCCTC
TGAGGCAGAGATTTCTCTCCAG
NLRP3 TCCTCGGTACTCAGCACTAATCAG
GGTCGCCCAGGTCATTGTTG
NF-kB TCTCTATGACCTGGATGACTC
GTTTCATGTCTCCTTGTGCT
GSDM D ATGAGGTGCCTCCACAACTTCC
CCAGTTCCTTGGAGATGGTCTC
pS3 AGAAAACCTACCAGGGCAGC
ACATCTTGTTGAGGGCAGGG
TP73 CACCTCAGCTCTCCATCTTATTG
GCATGGGTCTTAGCCTTTCT
BCL-2 CAAAGCTGCAGGCTGTTTAAG
GTCTGTCTGTGTGTGTGATGT
BAK GTTTTCCGCAGCTACGTTTTT
GCAGAGGTAAGGTGACCATCTC
BAX CAGACCGTGACCATCTTTGT
GCCTCAGCCCATCTTCTTC
CDKI CTTGGCTTCAAAGCTGGCTC
GGGTATGGTAGATCCCGGCT
CDK2 CCAGGAGTTACTTCTATGCCTGA
TTCATCCAGGGGAGGTACAAC
Ki-67 TAACACCATCAGCAGGGAAAG
CTGCACTGGAGTTCCCATAAA
GAPDH TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCAGCT
GGTGGTCCAGGGGTCTTAC
3.11. Analise estatistica

31

Todos os testes foram realizados em triplicatas e comparados com grupos

controles e entre si usando ANOVA acompanhado de teste de comparacdo multipla de
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Tukey. As anélises estatisticas dos resultados foram feitas no software Prism 9 (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA), adotando limiar de significancia de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Salamandrina-I reduz a viabilidade da linhagem HL-60

Para investigar o impacto da Salamandrina-I sobre a viabilidade das células HL-60,
realizamos o ensaio de MTT. Apds 48 horas de tratamento, observamos que houve
diminuicdo da viabilidade celular de maneira dose-dependente (Figura 3A). A partir
desses resultados, estabelecemos os valores de IC25 e IC50 os quais possuem

concentragéo igual a 23,52uM e 27,01uM (Figura2B), respectivamente.
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Figura 3. Reducéo da viabilidade da linhagem HL60 estabelecida por meio do ensaio
MTT. A) Apds o tratamento das células por 48h com as concentragdes crescentes (1 uM,
5 uM, 10 uM, 25 pM, 50 uM,100 pM) observou-se a diminuicdo da viabilidade de
maneira dose-dependente. B) Apo6s avaliacdo dos resultados, foram estabelecidos os
valores de 1C25 (23,52uM) e IC50 (27,01uM). Os resultados foram expressos utilizando

média +/- desvio padrédo. * p < 0,05 e ****p <0,0001.

4.2. Salamandrina-I induz apoptose na linhagem de HL-60

Para verificar o impacto da Salamandrina-1 na taxa de apoptose celular, utilizamos
0 ensaio de Anexina V/PI, no qual utilizamos as concentracfes de 1C25 e IC50 do

peptideo e incubamos as células por um periodo de 48h.
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Ap0s o tratamento das células, observamos que ndo houve diferenca na apoptose
inicial (Figura 4A) (1C25 p=0,5112; IC50 p=0,9588). J& em relacdo a apoptose tardia
(Figura 4B), houve aumento significativo (IC25 p=0,0028; IC50 p=0,0003). Desta forma,
a apoptose tardia influenciou ainda no aumento da apoptose total (Figura 4C) (IC25

p=0,0023; 1C50 p=0,0005).

A) B) C©)

% Apoptose Incial
% Apoptose tardia
% Apoptose Total

Controle 1C25 IC50 Controle 1C25 IC50 Controle 1C25 IC50

Figura 4. A presenca do peptideo Salamandrina-l induz apoptose na linhagem de
HL-60. Apos o tratamento de 48h com as concentragdes de 1C25 e IC50 de Salamandrina-
I, observa-se que ndo houve diferenca no apoptose inicial (A) (An+/PI-), porém houve
um aumento significativo nas taxas de apoptose tardia (B) (An+/Pl+) e total (C) (An+).
Os resultados sdo expressos utilizando média +/- desvio padrdo. **p < 0,01 e ***p <

0,0001.

4.3. Salamandrina-I induz dano mitocondrial na linhagem HL-60

Para avaliar as condi¢fes da membrana mitocondrial das células HL-60 mediante
a presenca do peptideo, realizamos o ensaio Rodamina 123, no qual utilizamos as
concentragdes de 1C25 e IC50 do peptideo e incubamos as células por um periodo de 48h.
Observamos que houve uma reducdo significativa do potencial de membrana
mitocondrial ap6s o tratamento com 1C25 (p<0,0001) e IC50 (p<0,0001) de maneira dose-

dependente (Figura 5A).
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Figura 5. Salamandrina-1 gera dano mitocondrial na linhagem de HL-60. A) Ap6s o
tratamento das células por 48h com as concentragdes de 1C25 e IC50 de Salamandrina-I,
observou-se uma diminuicdo da intensidade da fluorescéncia (MFI), indicando dano &
membrana mitocondrial. B) Histogramas representativos da intensidade de fluorescéncia
da sonda rodamina 123 nas células HL-60 tratadas com Salamandrina-I. Os resultados

sdo expressos utilizando média +/- desvio padrdo. *significa p < 0,05 e ****p <0,0001.

4.4. Salamandrina-1 aumenta a liberacio de LDH

A enzima Lactato Desidrogenase (LDH) é um indicativo da viabilidade celular,
isto é, quanto maior o valor de LDH, maior é a quantidade de células ndo viaveis. Nesse
ensaio utilizamos as concentragdes de IC25 e IC50 do peptideo e incubamos as células
por um periodo de 48h. Constatou-se que, de forma dose-dependente, o peptideo induz a

liberacdo de LDH (Figura 6).
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Figura 6. Salamandrina-1 induz o aumento da liberacdo de LDH na linhagem de
células HL-60. Apds o tratamento das células por 48h com as concentracGes de IC25 e
IC50 de Salamandrina-1, constatou-se um aumento significativo na liberacdo de LDH,
indicativo de morte celular. Os resultados sdo expressos utilizando média +/- desvio

padrdo. ****p <0,0001.

4.5. Salamandrina -I aumenta a atividade de CASP 1 em células HL-60

Com o objetivo de verificar por meio de qual via a Salamandrina-I vai induzir a
morte celular, realizamos o ensaio de atividade de CASP1, no qual utilizamos somente a
concentracdo mais efetiva do peptideo (IC50) e incubamos as células por um periodo de
48h.

Ap0s o tratamento, observamos que ha um aumento significativo da atividade de
CASP 1 (sem inibidor p=0,0065; com inibidor p=0,0477). Interessantemente, ao
adicionarmos o inibidor especifico da CASP1, Caspase-Glo® 1 YVAD-CHO Reagent,
observamos uma diminuicao apenas parcial da atividade da CASP1, mostrando que outras

caspases também podem estar envolvidas nesse processo (Figura 7).
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Figura 7. Salamandrina-I aumenta a atividade de CASP1. Apds o tratamento das
células por 48h com a concentracao de 1C50 de Salamandrina-I, observamos por meio da
presenca e auséncia do inibidor de CASP1 YVAD-CHO que, além da atividade de
algumas caspases, hd presenga de atividade significativa da CASP 1. E esse ¢ um
indicativo de morte celular por via do inflamassoma. Os resultados sd@o expressos

utilizando média +/- desvio padrdo. * p < 0,05 e **p <0,01.

4.6. Salamandrina-I reduz a proliferacido celular na HL-60

Ap0s a realizacdo do ensaio de CFSE, no qual utilizamos as concentracfes de
IC25 e IC50 do peptideo e incubamos as células por um periodo de 48h, pudemos
observar que nas concentragcdes de IC25 (p= 0,0012) e IC50 (p <0,0001), houve

diminuicao da proliferacdo das células HL-60 (Figura 8).

A)mu— B)
Controle
a BD_ — -
g
{5
E 60+
&
S 40-
o IC25 A\
20
0 I
Controle 1C25  IC50 IC50 P




38

Figura 8. Salamandrina-l reduz a proliferacdo da linhagem HL-60. A) Ap6s o
tratamento das células por 48h com as concentracdes de IC25 e IC50 de Salamandrina-I,
constatou-se que houve diminuicdo de proliferacdo da linhagem HL-60 de forma dose-
dependente. B) Histogramas representativos da intensidade de fluorescéncia das células
marcadas com CFSE. Os resultados sdo expressos utilizando média +/- desvio padrao. **

p < 0,01 e ****p <0,0001.

4.7. Salamandrina-I interfere no ciclo celular das células HL-60

Em células cancerigenas, o ciclo celular sofre alteracdes devido ao deshbalango de
fatores de crescimento, acarretando numa proliferacdo exacerbada dessas células. Atraves
do ensaio de ciclo celular, no qual utilizamos as concentracdes de 1C25 e IC50 do
peptideo e incubamos as células por um periodo de 48h, conseguimos observar que a
quantidade de células na fase G1 aumentou significativamente (IC25 p=0,0012; IC50
p=0,0004), acompanhada de uma diminuicdo de células na fase S (IC25 p<0,0001; IC50
p<0,0001) e diminuicdo na fase G2/M (IC25 p=0,0050; IC50 p=0,0009 (MALUMBRES
et al., 2001) (Figura 9). Isso significa que uma grande quantidade de células fica
estacionada na fase de repouso e consequentemente, ha diminuicdo de duplicacdo de
material genético e divisdo celular, mostrando assim, que a Salamandrina-l exerce um

efeito anti-proliferativo nessas células.
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Figura 9. Salamandrina-1 interfere no ciclo celular da linhagem HL60. O gréafico
mostra o percentual de células em cada fase do ciclo celular ap6s o tratamento por 48h
com as concentracdes de IC25 e IC50 de Salamandrina-1, demonstrando a interferéncia
do peptideo principalmente sobre a fase G1, apresentando acumulo de células nessas
fases. E, quanto as fases S e G2, apresenta diminuicdo de células. Os resultados sao

expressos utilizando média +/- desvio padrdo. **p <0,01 e ***p<0,001.

4.8. Modulagao da expressao génica pela Salamandrina-I

Com o objetivo de entender melhor o mecanismo pelo qual a Salamandrina-I
induz a morte celular, realizamos PCR em tempo real de alguns genes relacionados a
morte, proliferacdo e inflamacdo. Apds tratamento com a Salamandrina-l nas
concentracdes de IC25 e 1C50, observamos diminuicdo na expressdo dos genes: TP73
(IC25 p= 0,0164) (Figura 10J), BCL-2 (IC25 p= 0,0008; IC50 p= 0,0006) (Figura 10K),
CDK1 (IC25 p <0,0001; IC50 p <0,0001) (Figura 10N) e CDK2 (IC25 p= 0,0049; 1C50
p=0,0041) (Figura 100). Observamos ainda aumento dos seguintes genes: CASP 1 (IC25
p=0,0303; IC50 p=0,0003) (Figura 10A), CASP 8 (IC50 p= 0,0007) (Figura 10C), IL-18
(IC25 p<0,0001; 1C50 p<0,0001) (Figura 10D), NLRP1 (IC25 p= 0,0002; IC50 p<0,0001)

(Figura 10E) e NLRP3 (IC50 p= 0,0056) (Figura 10F). Quanto aos genes CASP3 (Figura
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10B), NF-Kb (Figura 10G), GSDM D (Figura 10H), p53 (Figura 101), BAX (Figura 10M),

BAK (Figura 10L) e Ki-67 (Figura 10P), ndo observamos diferencas significativas.
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Figura 10. Influéncia da Salamandrina-l1 na expressdo de genes relacionados a
apoptose, proliferacéo e inflamacé&o. Anélise por PCR em tempo real da expressao dos
genes CAPS 1 (A), CASP 3 (B), CASP 8 (C), IL-18 (D), NLRP1 (E), NLRP3 (F), NF-kB
(G), GSDM D (H), p53 (1), TP73 (J), BCL-2 (K), BAK (L), BAX (M), CDK1 (N), CDK2
(O) e Ki-67 (P) nas células HL-60 tratadas e ndo tratadas com Salamandrina-1. O DDCt
foi normalizado para cada alvo a partir do grupo HL-60 sem tratamento. Os resultados
sdo expressos utilizando média +/- desvio padréo.

*p < 0,05, **p <0,01 ,***p<0,001 e **** p<0,0001.
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5. DISCUSSAO

A urgéncia de novas alternativas aos tratamentos convencionais para o cancer vem
crescendo devido a ocorréncia de efeitos adversos as células normais e, principalmente,
ao grande obstaculo da resisténcia desenvolvida por células cancerigenas as drogas
utilizadas por mecanismos distintos, fator que contribui para o aumento de mortalidade
(SABNIS et al., 2019; ASSARAF et al., 2020) Além disso, no caso da LPA, existe a
incidéncia de SAR. Neste contexto, peptideos podem atuar como coadjuvantes no
tratamento, pois possuem propriedades favoraveis como seletividade por células
cancerigenas, baixa toxicidade e imunogenicidade (MIN et al., 2018; TORNESELLO et
al., 2020; DING et al., 2022). No presente estudo investigamos se a Salamandrina-I, um
peptideo antioxidante descoberto recentemente, possui alguma atividade anticancer

utilizando um modelo celular de leucemia mieloide aguda.

Inicialmente, realizamos o ensaio MTT (PLUMB, 2004) para analisar a
viabilidade das células na presenca do peptideo Salamandrina-I e constatamos que houve
reducao expressiva nas concentragdes de 25 UM, 50 uM e 100 uM. Sabe-se que moléculas
de ROS sdo abundantes em blastos de LMA, induzindo alteracGes génicas e favorecendo
0 crescimento, escape imunoldgico, proliferacdo e efeito anti-apoptdtico das células
cancerigenas (ZHOU et al., 2013, DONG et al., 2021). Estudos como o de Dilworth et
al. (2020) demonstram que os danos causados por estresse oxidativo podem ser
contornados ao introduzir substancias antioxidantes. Esse dado sugere que a acgdo
antioxidante do peptideo Salamandrina-1 poderia neutralizar as ROS e induzir a apoptose

nessas células.

Quando as células entram em processo de apoptose, acontece a translocacdo da

fosfatidilserina, um fosfolipideo que em estado normal das células encontra-se na parte
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interna da membrana celular (VERMES et al., 1995; SCHUTTE et al., 1998; RIEGER et
al., 2011). Utilizando as doses do IC25 e IC50, observamos um aumento na taxa de
apoptose tardia e apoptose total nas células HL-60. O processo de apoptose pode
acontecer por duas vias: a extrinseca, iniciado por danos causados a membrana celular
que ativam os receptores sinalizando que a apoptose deve acontecer; e a intrinseca,
relacionada a integridade da membrana mitocondrial. (MIN et al., 2018). Tendo essa
informacdo como base e os resultados de apoptose causada pela Salamandrina-I,
prosseguimos o estudo com o objetivo de identificar qual via apoptotica o peptideo induz

a morte das células de linhagem HL-60.

Primeiramente, para verificar se houve dano & membrana mitocondrial,
realizamos o ensaio Rodamina 123. Ap6s 48 horas de tratamento, observamos que houve
uma redugdo significativa do potencial de membrana mitocondrial, demonstrando que a
Salamandrina-| era capaz de causar danos & mitocondria. Resultados semelhantes foram
observados por Cruciani et al. (1991) onde eles demonstraram que o peptideo Magainin
2, extraido de um sapo africano (Xenopus laevis), também era capaz de causar danos a

membrana mitocondrial, inibindo a respiracao celular.

O processo de apoptose por via intrinseca é governado por um fino balanco de
genes anti e pro-apoptoticos. A familia de proteinas BCL-2 esta intimamente ligada a essa
via. O gene BCL-2 é caracterizado como anti-apoptotico (DIN-SHAMAS et al., 2013;
BANJARA et al., 2020), tendo como uma das funcgdes a protecdo da permeabilizacéo da
membrana mitocondrial. Existem estudos confirmando a exacerbada expressao de BCL-
2 em celulas de LMA, gerando um obstaculo ao tratamento com quimioterapicos, mas
também um alvo de tratamento (CAMPOS et al., 1993; MIN et al., 2018; HAFEZI, 2021).

Além do gene BCL-2, BAX e BAK possuem intima relacdo com a via intrinseca e sao pro-
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apoptéticos. A ativacdo desses genes resulta em formacdo de poros na membrana
mitocondrial, ocasionando a liberacdo da proteina efetora de morte celular, citocromo C,
do citoplasma mitocondrial para o celular, a ativacdo da CASP 9 e posteriormente das
CASP 3 e 7 (MORRIS et al.,2019; BOICE, et al., 2020). Corroborando com nossos
achados de MTT e Anexina/Pl, observamos uma diminuicdo na expressdo de BCL-2, um
gene anti-apoptético. No entando, nas expressdes de BAX e BAK ndo observamos
diferencas significativas, sugerindo que apesar de haver dano a membrana mitocondrial,
talvez a via de morte envolvida ndo seja a intrinseca. Quanto a CASP 3, os resultados nao

apresentaram diferencas estatisticas.

Ainda tentando entender os mecanismos de morte envolvidos, prosseguimos com
0 ensaio que envolve a enzima Lactato Desidrogenase (LDH), ligada ao processo de
apoptose e dano a membrana celular (KABAKOQOV et al., 2018; KUMAR, et al., 2018).
Observamos entdo que na presenca do peptideo, houve aumento significativo de LDH,
sugerindo dano na membrana celular e corroborando com os resultados de morte
anteriores. Existe um complexo que induz sinais de morte no espaco transmembrana das
células, que quando estimulado, gera uma cadeia de sinais que ativa a CASP 8
(RAMIREZ et al., 2018). Essa caspase é uma enzima proteolitica iniciadora do processo
de apoptose que faz parte da via extrinseca (TRINIDAD-CALDERON et al., 2021,
IVANISENKO et al. 2019). Nossos resultados demonstraram um aumento da expressao
de CASP 8, fomentando as evidéncias que a apoptose poderia estar sendo gerada por via

extrinseca.

A CASP 1 é uma enzima proteolitica e esta relacionada a via extrinseca e a morte
por formacdo de inflamassoma ou piroptose. O inflamassoma & um complexo

multimérico que quando entra em contato com os Padr6es Moleculares Associados ao
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Dano (PAMPSs) ou sofre dano celular, responde através da liberagdo de citocinas pro-
inflamatérias. A CASP 1 é uma das responsaveis por converter as citocinas pro-
inflamatorias I1L-15 e IL-18 em suas formas ativas. A familia de receptores do tipo NOD
(NLRs) sdo sensores que quando estimulados com Padrdes Moleculares Associados a
Patdgenos (DAMPs), PAMPs ou distdrbios celulares, desencadeiam a cascata do
inflamassoma, podendo resultar em morte celular por processo inflamatoério ou piroptose.

(MARTINON et al., 2002; RATHINAM et al., 2012; VANAJA et al., 2015).

A piroptose compartilha a via de ativagdo com o inflamassoma, no entanto, a
diferenga consiste em continuar a sinalizagdo de liberacéo de IL-7/4 e IL-18 ou ativar
GDSM D. A GDSM D ¢ conhecida por formar poros na membrana celular e ocasionar a
lise celular (FANG et al., 2019; OPDENBOSCH et al., 2019; CHEN et al., 2022). Por
meio dos resultados obtidos por PCR em tempo real, observamos um aumento
significativo da expressao dos genes NLRP1, NLRP3, CASP1 e IL-1p, forte indicativo de
morte por inflamassoma desencadeada pela Salamandrina-1. De forma a descartar a
possibilidade de envolvimento de morte por piroptose, seguimos com a avaliagdo da
expressdo génica de GSDM D, cujo resultado apresentou uma discreta tendéncia de
aumento, porém sem diferenca estatistica. Além disso, detectamos ainda um aumento na
atividade de CASP1, corroborando com os dados de expressdo génica e fortalecendo a
hipotese de envolvimento do inflamassoma. No que diz respeito ao NF-kB, fator
transcricional relacionado a expressdo de varios genes pro-inflamatérios (LIU et al.,
2017), apesar da tendéncia de aumento, ndo houve diferenca significativa. Em relagéo a
P53 e TP73, genes supressores de tumor, também ndo observamos diferencas

significativas.
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Além do descontrole do processo de morte celular, as células cancerigenas
também sofrem alteragdes no ciclo celular, desencadeando uma taxa de proliferacao
celular exacerbada (GAGLIA et al., 2022). No ciclo celular existem basicamente 4 etapas:
crescimento celular (GO/G1), sintese de material genético (S), preparagdo para divisdo
(G2) e, por fim, a mitose (M). Utilizando agentes intercalantes fluorescentes que se ligam
aos acidos nucleicos, € possivel acompanhar o progresso das fases do ciclo celular (COBB
et al.,, 2013). Para verificar se a Salamandrina-I possui efeito anti-proliferativo, dois
ensaios foram feitos: CFSE e Ciclo Celular. Observou-se que no teste de CFSE houve
diminui¢do de proliferacdo e no ciclo celular, houve aumento de células na fase Gl
(crescimento celular), acompanhado de uma redugdo das células na fase S (duplicagdo do
material genético) e na fase (G2). Resultados semelhantes foram observados por Libério
et al (2011) com o peptideo pentadactilina que também interfere no ciclo celular de
células cancerigenas.

A familia de quinases dependentes de ciclinas (CDKs) sdo responsaveis por
orquestrar os eventos que ocorrem na divisdo celular e garantir que se houver alteragdes,
essas ndo sejam expressas. Tanto a CDKI quanto a CDK?2 estdo envolvidas nas fases
iniciais da divisdo celular e geralmente sdo expressas de forma descontrolada em células
cancerigenas (DIEHL et al., 2002; THU et al., 2018; SCHMIDT et al.,2021; KNUDSEN
et al., 2022). Por meio da PCR em tempo real, observamos que houve significativa
diminuicdo na expressdo génica de CDKI/ e CDK2, confirmando os resultados
apresentados nos ensaios de CFSE e Ciclo Celular. A proteina nuclear Ki-67 também ¢
um marcador de proliferacio (MACCALLUM et al., 2000; WATT et al., 2016), no
entanto, ndo observamos diferengas significavas na expressao desse gene apds tratamento
com a Salamandrina-I. Esses resultados mostram que, além de induzir apoptose, a

Salamandrina-I também interfere na proliferacdao da linhagem HL-60. Interessantemente,
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Zhang et al (2020) também observaram um atraso no ciclo celular com actimulo de
células na fase G1 apos tratamento de linhagens de LMA com acido azeldico. Além da
reducdo da proliferacdo, também foi reportado um aumento nas taxas de apoptose,
acompanhado por uma reducdo dos niveis de ROS e aumento da capacidade antioxidante

dessas células.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do estudo, ainda que preliminares, demonstram que o peptideo
antioxidante Salamandrina-1, possui impacto sobre as células da linhagem HL-60,
promovendo apoptose, dano a integridade da membrana mitocondrial e interferindo na
proliferacdo. Constatou-se ainda que a sua acdo sobre as células HL-60 € dose-

dependente.

A partir das analises dos resultados, observamos que 0 processo de apoptose era
acompanhado por um aumento na expressao de CASP 8 e diminui¢do de BCL-2. Além
disso, nossos dados mostram que a Salamandrina-1 é capaz de causar injuria a membrana
mitocondrial e a membrana celular e que a morte celular parece ocorrer por meio da
ativacdo inflamassoma, suportado pelo aumento de expressédo da CASP 1, NLRP1, NLRP3
e IL-1B. Por fim, esse peptideo ainda exerce efeito anti-proliferativo nas células HL-60,
causando diminuicdo na expressdao de CDK1 e CDK2, as quais interferem nas fases

iniciais da proliferacéo (G1 e S), como demonstrado no ensaio de ciclo celular.

Essa é a primeira demonstracdo do potencial anticancer da Salamandrina-1. A
aplicabilidade desse peptideo in vivo ainda deve ser investigada e validada para garantir
sua efetividade, seletividade e a baixa toxicidade em relacdo as células normais. N0ssos
dados mostram que a Salamandrina-I pode ser uma ferramenta em potencial para o
tratamento de leucemia mieloide aguda e esses resultados oferecem informagdes
importantes que podem permitir o design de futuras moléculas bioativas usando a

Salamandrina-1 como modelo.
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