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RESUMO 
 
 

Azevedo, Ricardo Alexandre. Efeitos antitumorais do mastoparano e do peptídeo 
INKKI em modelos de melanomas experimentais “in vitro” e “in vivo”. 2014. 210f. 
Tese (Toxinlogia) Instituto Butantan, São Paulo, 2014. 

 
 

O mastoparano (INLKALAALAKKIL) é um tetradecapeptídeo α-hélice e anfipático 
obtido do veneno da Vespula lewissi. O casoparano é um peptídeo catiônico (INKKI) 
isolado a partir da hidrólise da β-caseina bovina e apresenta motivo homólogo ao 
matoparano. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antitumoral “in vitro” e “in 
vivo” do mastoparano e do INKKI em modelo de melanoma experimental. A 
viabilidade foi avaliada em linhagens tumorais e não tumorigênicas através do 
método MTT. Adicionalmente, os efeitos do INKKI foram avaliados sobre a cinética 
de crescimento, adesão, migração e invasão celular em culturas de B16F10. O 
estudo das fases do ciclo celular foi analisado por citometria de fluxo. A via de 
sinalização foi padronizada por Western blotting. Os modelos metastáticos e dorsais 
in vivo foram padronizados em animais C57BL/6 e em modelo NOD/SCID/γc

null. 
Simultaneamente, a morte celular por apoptose induzida pelo mastoparano foi 
determinada pelo ensaio de Anexina V-FITC/PI. A perda do potencial de membrana 
mitocondrial (∆Ψm) foi avaliada por citometria em células marcadas com sonda 
TMRE. A geração da espécie reativa de oxigênio (ROS) foi padronizada usando a 
sonda DHE. A fragmentação do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 
e a condensação da cormatina foi analisada pela marcação nuclear com DAPI. O 
estudo in vivo foi padronizado sobre o modelo de melanoma dorsal. Os resultados 
mostraram que o mastoparano apresentou atividade citotóxica e o INKKI apresentou 
atividade antiproliferativa. Em adição, os dados mostraram que o INKKI foi capaz de 
inibir o crescimento celular, a adesão, a migração e invasão. Em complemento, a 
análise das proteínas mostraram redução nos níveis de GSK3β, N-caderina, fosfo 
Src Tyr 416 e fosfo FAK Tyr 925 e 397. A análise do ciclo celular mostrou que 
peptídeo INKKI foi capaz de aumentar a porcentagem da população na fase G1 e 
diminuição da proporção da fase S. Esses dados foram confirmados por Western 
blotting onde o tratamento mostrou redução nos níveis das ciclinas D1, D3, NFк-β e 
Erk1/2.  Adicionalmente, os resultados dos ensaios in vivo mostraram que o INKKI 
reduziu a formação de metástases, inibiu o crescimento do melanoma cutâneo, 
aumentou a taxa de sobrevida, porém, não apresentou efeito em camundongos 
imunocomprometidos. Os resultados com o mastoparano mostraram que o peptídeo 
foi capaz de induzir aumento da população de células positivas para Anexina V. 
Além disso, induziu diminuição do potencial de membrana mitocondrial, aumentou a 
geração de ROS, induziu fragmentação do DNA e condensação da cromatina. 
Também, o mastoprano aumentou a expressão das caspases clivadas 3, 9 e 12, 
PARP, Bim, Bak, citocromo c, bem como redução da expressão de fosfo BAD 

 



 

10 
 

(S112), VDAC, PHB1 e Bcl-XL. Mais importante, o mastoparano reduziu o 
crescimento do melanoma cutâneo e aumentou a sobrevida.  Em conclusão, o 
mastorparano e INKKI apresentam diferentes mecanismos de ação. O mastoparano 
induz morte celular através da via mitocondrial intrínseca e o peptídeo INKKI induz 
parada no ciclo celular. Nós também demonstramos que o INKKI teve um efeito 
antimetastático e inibiu o volume tumoral in vivo. O mastoparano apresentou efeito 
terapêutico in vivo. 
 
 
Palavras chave: Mastoparano, peptídeo INKKI, efeito  antitumoral in vivo , 
parada do ciclo celular; apoptose. 
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ABSTRACT 

 
Azevedo, Ricardo Alexandre. Antitumor effects of mastoparan and INKKI peptide on 

“in vitro” and “in vivo” experimental model melanoma. 2014. 210p. PhD Thesis 

(Toxinlogy). Instituto Butantan, São Paulo, 2014. 

 
 

Mastoparan (INLKALAALAKKIL) is a α-helical and amphipathic tetradecapeptide 

obtained from wasp venom Vespula lewissi. Casoparan is a cationic peptide (INKKI) 

originated from the hydrolysis of bovine β-casein, exhibit a motif homology with 

mastoparan. The aim of this study was to evaluate the effect in vitro and in vivo of 

mastoparan and INKKI on an experimental melanoma model. Cytotoxicity was 

evaluated on tumor or non-tumor lines by MTT assay. INKKI effects on growth 

kinetics, adhesion, migration and invasion assay on B16F10 cells were evaluated. 

Study of the cell cycle phases was analyzed by flow cytometry. Cell signaling was 

carried out by Western blotting. Metastatic and dorsal model in vivo tumor was 

standardized using C57BL/6 male mice and NOD/SCID/γc
null mice. Simultaneously, 

tumor cell death by apoptosis induced by mastoparan was determined using the 

Annexin V-FITC/PI assay. The loss of mitochondrial membrane potential (∆Ψm) was 

evaluated by cytometry on staining cells with TMRE probe. Generation of reactive 

oxygen species (ROS) was performed using DHE probe. DNA fragmentation was 

evaluated by electrophoresis in an agarose gel and chromatin condensation was 

assessed by DAPI staining. In vivo study was performed on dorsal melanoma model. 

The results showed that mastoparan presented cytotoxic activity and INKKI exhibited 

antiproliferative effects. In addition, date showed that INKKI was able to inhibit growth 

kinetics, cell adhesion, invasion and migration. Complement, protein analyzes 

showed decrease of GSK3β, phosphor Src Tyr 416, phosphor FAK Tyr 925 and 397 

levels. Cell cycle analysis showed that the INKKI was able arrest in the G0/G1phases 

and decreased the proportion of the S phase. These data were confirmed by 

Western blotting, showing that INKKI reduces of Cyclin D1 and D3, NFК-β and 

MAPK/Erk1/2 expression. Additionally, the treatment with INKKI induced reducing 

metastasis, inhibit of melanoma cutaneous growth, increase of survive rate and did 

not showed antitumor activity on immunocompromised mice. The results with 
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mastoparan showed that peptide was able to induce increase positive cells 

populations for annexin V. Furthermore, induced decrease of ∆Ψm, increased 

generation (ROS), induced DNA fragmentation and chromatin condensation. Also, 

mastoparan increases the expression of cleaved caspases-3, -9 and -12, PARP, 

Bim, Bak, Cytochrome c as well as decrease of expression of phospho Bad (S112), 

VDAC, PHB1 and Bcl-2. Most importantly, mastoparan reduced the growth of 

subcutaneous melanoma and increases of survive. In conclusion, mastoparan and 

INKK presents different mechanism action. Mastoparan induces apoptosis in 

melanoma cells through of intrinsic mitochondrial pathway and INKKI induces arrest 

cell cycle. We also demonstrated that INKKI has antimetastatic effects and inhibited 

growth of the volume tumor on melanoma cutaneous. Mastoparan presented 

therapeutic effects in vivo. 

 

 

Keywords: Mastoparan; INKKI peptide; in vivo antitumor effects; cell cycle arrest; 

apoptosis  
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

1.1 Mastoparanos 

 

Mastoparanos são peptídeos que apresentam de 10 a 14 resíduos de 

aminoácidos e classificados como degranuladores de mastócitos (ARGIOLAS; 

PISANO, 1983; HIRAI et al., 1979; NAKAJIMA et al., 1986; KATSU et al., 1990; 

MENDES et al., 2004). São obtidos a partir do veneno de insetos da família Vespidae 

(NAKAJIMA, 1986) e compartilham importantes características bioquímicas como 

catiônicos, resíduos hidrofóbicos, possuem região C-terminal amidado e normalmente 

estão em conformação helicoidal anfipática quando interagem com biomembranas 

(KATSU et al., 1989).  Esses peptídeos apresentam um grande espectro de atividade 

biológica como, por exemplo, antimicrobianos, ação hemolítica (ARGIOLAS; PISANO, 

1983; Nakajima et al. 1986), aumento da ação quimiotática para macrofagos humanos 

e leucócitos polimorfonucleares (NAKAJIMA et al., 1986), ligação à calmodulina 

(NAKAJIMA et al., 1986), regulação da proteína G (HIGASHIJIMA et al., 1990), 

estimulação das fosfolipases A2 e C (ARGIOLAS; PISANO, 1983; KATSU et al., 1990) 

e permeabilização de bicamadas planares a cátions (KATSU et al., 1990; NAKAJIMA 

et al., 1986;). 

A classe dos mastoparanos foi assim denominada devido ao seu primeiro alvo 

reconhecido, os mastócitos (HIRAI et al., 1979). Juntamente com os basófilos, são 

células pertencentes ao sistema imunológico e responsável por desencadear reações 

alérgicas (IVANOVA et al., 2001). Além apresentarem efeitos contra infecções por 

algumas bactérias e parasitas, também estão envolvidos em desordens 

cardiovasculares, neurológicas e gastrointestinais. Quando estimulados os mastócitos 

induzem a liberação de compostos como a histamina dos basófilos, serotonina das 

plaquetas, catecolaminas e ácidos adenílicos de células adrenais, citocinas e produtos 

recém-produzidos como prostaglandina D2, leucotrieno C4 e hidroxi-ácidos graxos. 

(ENGELS et al., 1997; NAKAJIMA et al., 1986). 

Os venenos de vespas sociais são ricos em peptídeos biologicamente ativos, 

responsáveis por dores prolongadas, edemas, eritemas, reações alérgicas e 

sistêmicas (LORENZI, 2002). Estes venenos são constituídos por vários tipos de 
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aminas biogênicas, peptídeos e proteínas (NAKAJIMA et al., 1986). 

Constitutivamente, os componentes peptídicos mais abundantes desses venenos são 

os peptídeos pertencentes à classe dos mastoparanos. Esses peptídeos são ricos em 

aminoácidos hidrofóbicos, como leucina, isoleucina e alanina, e também apresentam 

algumas lisinas em suas sequências primárias, encontradas geralmente nas posições 

quatro, onze e doze da molécula. Normalmente possuem o resíduo C-terminal 

amidado, com sequências primárias compostas de resíduos de aminoácidos básicos e 

hidrofóbicos (NAKAJIMA et al., 1986). 

Os mastoparanos de diversas espécies da família Vespidae apresentam 

diferentes graus de homologia em sua estrutura primária. Porém, é possível observar 

que algumas sequências (motivos) são conservadas entre as espécies e por se 

localizarem em posições estratégicas em sua conformação espacial, aparentemente 

são importantes para o desencadeamento dos diversos efeitos biológicos. A Tabela 1 

demonstra uma lista dos principais mastoparanos isolados de venenos de vespas, 

com as respectivas sequências primárias. É importante observar em destaque que o 

motivo lisina, lisina e isoleucina (KKI) são conservados em pelo menos em 04 (quatro) 

das 10 espécies apresentadas. Nas outras 06 (seis) espécie é possível notar que o 

motivo KK (lisina, lisina) está amplamente conservado (NAKAJIMA et al., 1986; HO et 

al., 1994; HIRAI et al., 1979b; ARGIOLAS; PISANO, 1984; MENDES et al., 2004b; de 

SOUZA et al., 2004; KONNO et al., 2000). 

 

Tabela 1: Sequência primária dos mastoparanos de di versas espécies de vespas  

 

Espécie  Peptídeo  Sequência Primária  

Vespula lewisii Mastoparano1 I N L K A L A A L A K K I L 

Vespa tropica Mastoparano-T1 I N L K A I  A A F A K K I L 

Vespa orientalis Mastoparano-II1 I N L K A L L A V A K K I L 

Vespa crabro Mastoparano-C1 I N W K A L L AV A K K I L 

Vespa analis Mastoparano A1 I K W K A I L D A V K K V L 

Vespa basalis Mastoparano B2 L K L K S I E S W A K K V L 

Vespa mandarina Mastoparano-M1 I N L K A I A A L A K K L L 

Vespa orientalis HR-I4 I N L K A L A A L V K K V L 

Vespa xanthoptera Mastoparano-X3 I N W K G I A A M A K K L L 

Protonectarina sylveirae Protonectarina-MP 1 I N W K A L L D A A K K V L 
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Trabalhos publicados anteriormente relataram que em solução aquosa os 

mastoparanos apresentam uma conformação aleatória ou estrutura secundária não 

mensurável. Contudo, em solução com trifluoretanol (TFE) exibem hélice- α anfipática 

(CHUANG et al., 1996). Essa conformação espacial expõe os resíduos hidrofóbicos 

para um lado da hélice, e na outra face os positivamente carregados como o grupo 

amina e resíduos de lisina (Figura 1) (KATSU et al., 1990; JONES; HOWL, 2006). 

Esta configuração é fundamental para ação tóxica destes peptídeos, já que a 

interação da parte carregada dos fosfolipídeos da bicamada ocorre com a parte 

catiônica desses peptídeos (KONNO et al., 2000). 
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Figura 1. Predição conformacional da estrutura em α-hélice do mastoparan Vespula lewisii (MP) 
dos peptídeos sintéticos análogos Aib-MP e Mas17 . Esses modelos suportam a hipótese 
da formação em α-hélice apresentando a exposição das faces hidrofóbicas, hidrofílicas e a 
distribuição das cargas positivas (JONES; HOWL, 2006). 
 

As diversas atividades biológicas desempenhadas pelo mastoparan podem 

estar diretamente relacionadas com as interações dos peptídeos com membranas 

biológicas assumindo uma conformação em hélice-α anfipática (MATSUZAKI et al., 

1996; SCHWARZ; BLOCHMANN,1993), a qual pode causar perturbações nas 

membranas, conduzindo para um aumento na permeabilidade, e consequentemente, 
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induzir morte celular devido a formação de poros (DANILENKO et al., 1993; MELLOR; 

SANSOM, 1990). 

Os mastoparanos facilitam as ações da fosfolipases purificadas, que causam 

mudanças na composição dos fosfoliídeos na membrana plasmática, no qual está 

associada com a degranulação de mastócitos. Essas Fosfolipases, que 

preferencialmente hidrolisam fosfatidilcolina (PC), provocam a degranulação em 

células RBL-2H3, uma linhagem de mastócitos de mucosa (IVANOVA et al., 2001). 

Outro importante efeito biológico da classe dos mastoparanos está 

correlacionado com a regulação das funções da família da proteína G. Esses 

peptídeos atuam de maneira semelhante à dos receptores ligando-se a sítios 

negativamente carregados da proteína G. Apresentam ainda forte afinidade por 

fosfolipídeos, assumindo uma conformação ordenada ao se ligarem a eles nas 

membranas das células-alvo. Assim, a classe dos mastoparanos podem assumir uma 

orientação adequada em relação às moléculas da família da proteína G e com isso 

aumentando a sua concentração efetiva na superfície da membrana, próximo às 

moléculas dos receptores. Os efeitos de ativação pelos mastoparanos são seletivos 

dentre as proteínas G (WAKAMATSU, 1992). 

Os mastoparanos também são considerados ativadores das fosfolipases A2 e 

C, induzindo um aumento na produção de ácido araquidônico. Peptídeos homólogos 

isolados do veneno de Vespa crabro e Vespa orientalis também são capazes de 

estimular a fosfolipase A2 (PLA2) e causam liberação de histamina de mastócitos 

peritoniais (ARGIOLAS; PISANO, 1984; NAKAJIMA et al., 1986). 

Nas mitocôndrias, os mastoparanos podem desempenhar importantes 

atividades que conduz a apoptose. A estrutura α-hélice é requerida para que o 

mastoparanos penetre na membrana mitocondrial através de um mecanismo o qual é 

dependente do potencial de membrana, alterando a permeabilidade de transição (PT) 

mitocondrial, induzindo a célula a entrar em apoptose (ARMSTRONG, 2006). Desta 

forma os mastorapanos podem apresentar-se como uma possível estratégia 

terapêutica contra com câncer. 

O mastoparano (INLKALAALAKKIL) foi isolado e descrito pela primeira vez por 

Hirai et al., (1979). É um tetradecapeptídeo catiônico, obtido do veneno da Vespula 

lewisii, possui conformação especial em  α-hélice e diversos efeitos biológicos (Figura 

2). Esse peptídeo é amplamente reconhecido como receptor independe e regulador 
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alostérico da proteína G. Além de modular a atividade da proteína G, esse peptídeo 

pode se ligar a alvo intracelular como Ca2+-ATPase e promover a liberação de Ca2+ a 

partir do retículo endoplasmático. Também pode se ligar a pequenas proteínas 

monoméricas GTP como Rho e Rac, fosfolipase D e a membrana mitocondrial.  

Sendo assim, os efeitos biológicos do mastoparano isolado da Vespula lewisii, pode 

downrregular como consequência da ativação da proteína G ou desencadear outros 

fenômenos totalmente independentes (JONES; HOWL, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura tridimensional e conformação es pacial do mastoparano . Estrutura 
demonstrando a α-hélice do mastoparano obtida a partir do software livre Marvin no endereço 
eletrônico http://chemaxon.com. 

 

1.2 Peptídeo derivado do leite com motivo homólogo ao mastoparano  

 

As proteínas do leite têm sido conhecidas pelo seu potente valor como 

alimentos funcionais e bebidas que confirmam os benefícios e cuidados com a 

saúde (FIAT et al., 1993). Essas proteínas são sintetizadas na glândula mamária na 

forma de precursores de alto peso molecular, sofrem modificações pós-

transcricionais no complexo de Golgi, posteriormente são processadas por 

proteases e secretadas (FIAT et al., 1993). 

No leite humano a caseína representa somente de 30-36% do total de 

proteínas e subdivide-se em, β-caseina, κ-caseína e αs1-caseína. A cadeia αs1 da 

caseína humana é homóloga em sua porção N-terminal quando comparada com as 

cadeias αs1 de outras espécies, como a bovina, de ovelha, de rato, de coelho, e de 

cabra. A β-caseina humana possui 47% de homologia com a β-caseina bovina 

(MEISEL, 1997). 
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A cadeia β da caseína é a mais abundante quantitativamente, e dependendo 

da forma de obtenção, ela pode ser desmembrada na cadeia γ, que corresponde ao 

fragmento 29-209 da cadeia β (LAHOV; REGELSON, 1996). 

A β-caseina bovina é uma proteína de estruturas abertas, com 5 resíduos de 

fosfoserina localizados na porção N-terminal, peso molecular de 23 a 980 Da e 

predominância de estruturas primárias (randomizadas), o que se deve em parte, aos 

altos teores de prolina distribuídas em toda cadeia polipeptídica. A β-caseina bovina 

apresenta tanto formação de estruturas em α-hélice quanto em folha β-pregueadas e 

são proteínas relativamente hidrofóbicas. Os resíduos hidrofóbicos, polares e 

carregados não se apresentam uniformemente distribuídos, sendo encontrado 

principalmente na porção C-terminal (resíduos 136-209) (KUMOSINSKI et al., 1993). 

Regiões fosforiladas podem desempenhar importante papel na ativação das células 

do sistema imunolgógico. Zhang e Otani (2003) em um estudo in vivo utilizando 

linhagens murinas relataram que os anticorpos reconhecem as regiões fosforiladas 

da β-caseina bovina (Ser(P)- Ser(P)- Ser(P)) como epítopos intactos ou parte deles. 

Dentro dessa cadeia da β-caseina bovina encontram-se diversas sequencias 

de aminoácidos que podem gerar peptídeos bioativos. Esses peptídeos encontram-

se na forma inativa dentro das cadeias polipeptídicas das proteínas originais, 

chamados de precursores peptídicos. Evidências indicam que os fragmentos 

peptídicos gerados após a hidrólise dessas macromoléculas, são capazes de 

atravessar o intestino delgado, atingir os tecidos periféricos, via circulação sistêmica, 

podendo apresentar ações específicas no trato gastrointestinal ou em sítios mais 

distantes, alterar o metabolismo celular ou ainda, atuar como vasorreguladores, 

fatores de crescimento, liberadores de hormônios ou neurotransmissores 

(ROBERTS; ZALOGA, 1994). 

Nos últimos anos diversos autores veem descrevendo várias atividades 

biológicas atribuídas aos peptídeos gerados pela caseína. As atividades opiáceas 

como a tolerância, dependência, sedação, indução ao sono, depressão respiratória, 

bradicardia e hipotensão foram as primeiras a serem descritas. Todas essas 

atividades foram observadas com as β-casomorfinas e morficetina, além do que, 

altas concentrações desses peptídeos são encontradas em leite previamente 

digerido no sangue de recém-nascidos, sendo capazes de diminuir o choro dos 

bebês e aumentar seu tempo de sono (FIAT; JOLLÈS, 1989). 
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Entre os peptídeos biologicamente ativos liberados a partir de fragmentos da 

caseína, um dos mais estudados e caracterizados são os fosfopeptídeos. Esses 

fosfopeptídeos podem formar complexos com o íon de cálcio e inibir a formação de 

precipitado entre o cálcio e fosfato (OTANI et al., 2001). O aumento da absorção de 

cálcio foi demonstrado em ratos cuja dieta rica em caseína leva a formação e 

acumulo de fosfopeptídes (OTANI et al., 2001). As culturas de células esplênicas de 

camundongos incubadas com os fosfopeptídeos demonstram capacidade de 

estimular a proliferação de linfócitos T e B e aumentar os níveis de imunoglobulinas 

IgA, IgM e IgG (OTANI et al., 2001). 

Em outro trabalho, Kawahara et al. (2004) mostraram que a sequência de 

aminoácidos da β-caseina (1-28) exerce expressivo efeito mitogênico em linfócitos T 

de linhagens celulares HUT-78, Clone Jurkat E6-1 e MOLT-4, em linfócitos B das 

linhagens de células BALL, KHM-1B e U266B1 e em monócitos das linhagens de 

células U939 e HL-60. Nesse trabalho também ficou evidenciado o aumento dos 

níveis de IgA pela expressão intracelular de IL-6 em culturas de U266B1 e KHM-1B.   

A partir da β-caseina bovina foi isolado o peptídeo YPVEP correspondendo a 

sequência de aminoácidos (114-118), o qual exerce uma atividade quimiotáxica em 

macrófagos e monócitos, aumentando os níveis de peroxidases responsáveis pela 

modulação da resposta imune inata, e por induzir a migração e ativação de 

macrófagos residentes (KITAZAWA et al., 2007). 

  Outros autores como Maruyama e Suzuki (1982) e Henriques et al. (1987) 

descreveram peptídeos com atividades anti-hipertensiva agindo como inibidores da 

Enzima Conversora de Angiotensina (ECA). Esses inibidores podem também 

aumentar a atividade da bradicinina em várias preparações biológicas. Além dessas 

atividades, outros trabalhos mostraram que os peptídeos obtidos pela hidrólise 

apresentam propriedades antimicrobianas e antitumorais (LOPES-EXPÓSITO; 

RÉCIO, 2008). 

Estudos anteriores realizados no Laboratório de Bioquímica e Biofísica do 

Instituto Butantan isolou, caracterizou e sintetizou  o peptídeo INKKI. Esse peptídeo 

inicialmente foi denomiado de casoparan, por apresentar motivo de lisinha, lisina e 

isoleucina (KKI) homólogo ao motivo do mastoparano. Ele corresponde ao 

fragmento 41-46 da cadeia β da caseína, localiza-se inserido dentro de uma 

estrutura β-pregeadas, próximo de uma região fosforilada com uma sequência de 
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serina fosfato e compartilha importante característica catiônica (Figura 3). Possui 

atividade potenciadora da bradicinina, aumento em até 80% a fagocitose dos 

macrófagos residentes peritoniais de camundongos e aumento na liberação de H2O2 

por macrófagos (LEBRUN et al., 2004; LEBRUN et al., 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.Estrutura do peptídeo INKKI gerada computa cionalmente representando o cálculo da 
distribuição das cargas (hidrofilicicidade/lipofili cidade) usando o método de 
ClogP/ClogD do software livre Marvim http://www.chemaxon.com. O ClogP (coeficiente 
de partição n-octacnol/águats) expressa lipofilicidade e ClogD considera a ionização da 
molécula. A superfície verde representa a região pouco hidrofílica e a cor azul regiões mais 
hidrofílica (AZEVEDO et al., 2012) 

 

1.3 Melanoma 

 

Fatores ambientais como a urbanização, industrialização e exposição a 

agentes mutagênicos contribuem de forma decisiva para o aumento na incidência de 

câncer. No Brasil, em 2014, estima-se que surgirão 576 mil novos casos (INCA 

2014). Dentre todos os tipos de câncer descritos pela literatura, o câncer de pele 

continua apresentando alta incidência para ambos os sexos. Apesar de sua 

letalidade ser considerada baixa, em alguns casos, principalmente onde o 

diagnóstico é realizado de forma tardio, pode levar a ulcerações e deformidades 

físicas graves. O melanoma foi descrito pela primeira vez por Hipócrates no século V 

sendo o termo melanoma proposto por CARSWELL em 1938, que relatou as 

características malignas do tumor (ROBERTS et al., 2002; ALONSO et al., 2004). 
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Apesar de apresentar uma baixa incidência dentre os tipos de câncer de pele, 

3,03 casos por 100 mil, o melanoma apresenta elevada letalidade, com sobrevida 

abaixo dos 10% (INCA, 2014; STANLEY et al. 2011). O prognóstico desse tipo de 

câncer pode ser considerado bom, se detectado nos estágios iniciais. Nos últimos 

anos houveram significativas melhoras na sobrevida dos pacientes com melanoma, 

principalmente devido à detecção precoce (INSTITUTO NACIONAL DO CÂNCER, 

2014). 

O melanoma é um tipo de neoplasia que surge pela proliferação sem controle 

dos melanoblastos, células precursoras dos melanócitos, que são responsáveis pela 

produção do pigmento da pele. Embora represente apenas 4% dos tipos de câncer 

de pele, o melanoma é considerado o mais grave devido à sua alta capacidade 

metastática. Podem ocorrer em qualquer ponto da derme ou no leito ungueal, 

mesmo em locais não diretamente expostos ao sol, como os olhos, membranas 

mucosas (boca e genitais), ou dos órgãos internos (ELLERHORST et al., 2004). No 

processo de transformação e progressão das células tumorais ocorrem interações 

recíprocas onde há perda de contato com os queratinócitos, que são parceiros 

dominantes da epiderme capaz de controlar o crescimento, morfologia e fenótipo 

antigênico dos melanócitos. Esses fenômenos ocorrem através do estabelecimento 

de contato direto entre as células, feito pelo receptor de adesão E-caderina, que é 

uma molécula expressa por células endoteliais, e que se encontra mais 

freqüentemente alterada em tumores (LI GANG et al., 2004). Na epiderme, 

queratinócitos e melanócitos formam junções aderentes mediadas por proteínas de 

adesão e junções comunicantes por intermédio das conexinas. A perda de 

interações da glicoproteína E-caderina está associada à translocação de β-catenina 

para o núcleo, com consequente transcrição de genes associados à duplicação 

celular. Frequentemente, melanócitos não tumorais são encontrados na junção 

dermo-epidérmica, onde passam a interagir com fibroblastos estromais (LI GAN e 

HERLYN, 2000; HSU et al., 2000). 

Os melanócitos são células originárias da crista neural, que migram durante o 

desenvolvimento embrionário para a epiderme e cuja principal função é a síntese e 

transferência dos grânulos de melanina para os queratinócitos circunvizinhos 

(SOUZA, 2004; ALBERTO et al., 2004). O tipo de grânulo de melanina sintetizado 

pelo melanócito pode ser composto por eumelanina (pigmento marrom ou preto), 
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feomelanina (pigmento amarelo ou vermelho) ou uma mistura de ambos, que irá 

determinar a coloração da pele (SLOMINSKI, 2004). A progressão do melanoma pode 

ser dividida em algumas etapas, segundo modelo proposto por Clark et al. (1984). A 

primeira etapa corresponde á geração de uma lesão hiperplásica, lesão névica ou 

nevo maduro caracterizado pela proliferação aumentada de melanócitos. Esta lesão é 

comumente considerada um marcador de exposição a agentes com potencial 

carcinogênico como, por exemplo, luz ultravioleta. Alguns indivíduos apresentam 

lesões névicas com atipias arquiteturais importantes, sendo denominados de nevos 

displásicos (CLARK, et al., 1984; CLARK, 1991). O melanoma de crescimento radial 

(invasivo in situ) caracteriza-se por apresentar células neoplásicas com capacidade de 

proliferação limitada à epiderme; embora células tumorais possam ser encontradas na 

derme nestas lesões, mas não há evidencias de que estas células proliferem 

ativamente neste compartimento. No melanoma fase de crescimento vertical, o seu 

crescimento é acelerado através da espessura da pele, formando nódulos visíveis e 

palpáveis e manifestando-se como uma lesão profundamente invasiva, capaz de 

sofrer metástases precoces. Eles invadem a cavidade da membrana radialmente para 

a epiderme onde em seguida, se infiltrando verticalmente na derme e o tecido 

subcutâneo, finalmente entram na microvascularização invadindo os gânglios 

linfáticos (GRAY-SCHOPFER et al., 2007). 

O modelo de estudo de melanoma cutâneo além de ser um excelente modelo 

para a triagem e estudos pré-clínicos de compostos candidatos a agentes 

antitumorais, também é considerado um modelo de fácil acompanhamento e avaliação 

do tratamento. A literatura tem descrito como um modelo clínico para estudo de 

metástases tumorais (STANLEY et al. 2011).  

Desde o surgimento do emprego da quimioterapia para o câncer na década de 

40 pós-guerra foram identificados muitos caminhos pelos quais as células cancerosas 

“escapam” dos agentes químicos. Embora a terapia atual para o câncer dependa 

principalmente do emprego de cirurgia, radioterapia, quimioterapia e imunoterapia a 

evolução na compreensão da biologia da transformação maligna e das diferenças no 

controle da proliferação e morte das células normais e tumorais, proporcionaram a 

descoberta de novos alvos possíveis para o tratamento do câncer. Neste contexto, 

como o mastoparano mantém conservado um importante motivo, possivelmente, 

correlacionado com os efeitos biológicos e o peptídeo da β-caseína também possui 
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esse motivo de lisina, lisina e isoleucina (KKI), o presente trabalho busca validar 

experimentalmente o emprego desses peptídeos como agentes terapêuticos ou 

adjuvantes, visando aumentar a eficácia do tratamento e diminuindo a incidência de 

efeitos adversos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

29 
 

 
 
 
2.OBJETIVOS 
 
 
2.1 Objetivo geral 
 

O principal objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos antitumorais “in 

vitro” e “in vivo” do mastoparano isolado do veneno de vespa e do INKKI em modelo 

de melanoma experimental. 
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3.MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Obtenção dos peptídeos 

   

O mastoparano foi adquirido comercialmente da Peptide2.0. Os peptídeos 

(INKKI) e seus análogos (NKKII, INAAI, INDDI, ANKKI, INRRI e INKKY) foram 

sintetizados em fase sólida pelo método Fmoc (N-(9-fluorenil-metoxicarbonil). Após a 

fase de síntese a solução teve seu pH ajustado para 4 utilizando-se ácido acético e 

carregada em um cartucho Sep-Pak C18 (Water Associates) equilibrado com água 

acidificada. Em seguida foram eluídos com acetonitrila 60% em água acidificada, 

concentrados em centrífuga a vácuo e purificados por cromatografia líquida de fase 

reversa, utilizando-se uma coluna preparativa (Aquapore RP 300 C8, 150 x 10 mm, 

BrownleeTM). O peptídeo INKKI marcado com FITC foi adquirido comercialmente da 

Peptide2.0 (Chantilly, VA, USA).  

 

3.2 Culturas de linhagens não tumorigênicas 

 

A linhagem de melanócito murinho melan-A foi fornecida por Mary C.S. 

Armelin (Departamento de Bioquímica, do Instituto de Química da Universidade São 

Paulo). A linhagem de queratinócitos humanos HaCaT foi gentilmente cedida pela 

Dra. Norma Yamanouye (Laboratório de Farmacologia do Instituto Butantan, São 

Paulo/Brasil). As células foram cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm² em meio 

de cultura (DEMEN), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado, 

10 mM de HEPES, 24 mM de bicarbonato, 40 µg/mL de sulfato de gentamicina e 

mantidos em estufa contendo atmosfera úmida com 5% de CO2 a 37°C. Antes das 

células atingirem a confluência de 100%, foram subcultivadas para ampliação e 

congelamento em solução contendo 10% de DMSO em SFB e estocadas em 

nitrogênio líquido (MATSUO et al., 2011). 
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3.3 Culturas de Linhagens Tumorais  

 

As linhagens tumorais de melanoma murino B16F10-Nex2, melanoma 

humano A2058, leucemia de células T JurKat, adenocarcinoma de mama humano 

de linhagens MCF-7, MDA-MB-231 e SKBR-3, carcinoma de células escamosas 

uterino SiHa e glioblastoma humano U87 foram obtidas pelo Instituto Ludwig para o 

Câncer e Pesquisa, São Paulo, Brasil. As células foram cultivadas em garrafas de 

cultura de 75 cm² em meio de cultura (RPMI - 1640), suplementado com 10% de 

SFB inativado, 10 mM de HEPES, 24 mM de bicarbonato, 40 mg/mL de gentamicina 

e mantidos em estufa contendo atmosfera úmida com 5% de CO2 a 37°C. Antes das 

células atingirem confluência foram subcultivadas para ampliação e congelamento 

em solução contendo 10% de DMSO em SFB, estocadas em nitrogênio líquido 

(MATSUO et al., 2010 

 

3.4 Preparo da solução de MTT 

 

A solução de Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT) foi 

obtida pela diluição de 50 mg do pó em 10 mL de PBS (5 mg/mL). A solução foi 

armazenada ao abrigo da luz e em geladeira. 

 

3.5 Avaliação da viabilidade celular após o tratame nto com o mastoprano, do 

INKKI e de seus análogos. Determinação da concentra ção inibitória (IC 50).  

 

Para a avaliação da viabilidade celular foi utilizado o teste colorimétrico do MTT 

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil tetrazólio brometo]. As diversas linhagens tumorais 

e normais foram plaqueadas em triplicata na concentração de 104/poço em placas de 

96 poços e cultivadas por 24 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37°C. Após o 

período de incubação as células foram tratadas com concentrações de 15,6 a 500 µM 

do mastoparano, do INKKI e seus análogos (NKKII, INAAI, INDDI, AIKKI e INRRI) e 

incubadas por 24 horas. 
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 Após incubação foram adicionados 5µl de MTT (5mg/mL) às células e 

incubadas por 3 horas. Após este período foram adicionados 100 µL de SDS 30% e 

as placas foram deixadas overnight e então foi realizada a quantificação da 

absorbância foi mensurada em comprimento de onda de 570 nm por 

espectrofotometria (Spectramax-M2, Software Molecular Pro 5.4, Sunnyvale, CA, 

EUA). A viabilidade celular foi expressa com valores de percentagem em 

comparação com as células não tratadas. 

 

3.6 Método de exclusão por azul de Tripan 

 

Foi preparada inicialmente uma solução estoque do corante a 0,4 % da 

seguinte maneira: 400 mg do corante azul de Tripan foram adicionados a 90 mL de 

água bidestilada (Milli-Q) contendo 810 mg de NaCl e 60 mg de K2HPO4. Em 

seguida, o volume da solução foi ajustado para 100 mL com água bidestilada (Milli-

Q). A solução foi aquecida até solubilização completa e o pH ajustado para 7,2 com 

auxílio da solução de NaOH 1 N. Essa solução estoque foi diluída à concentração de 

0,2 %, com água bidestilada (Milli-Q) e armazenada em geladeira. 

 

3.7 Avaliação das alterações morfológica das cultur as de melanoma murino 

B16F10-Nex2 

 

A morfologia celular foi avaliada em culturas de melanoma murino B16F10 

após o tratamento com o mastoparano 500 µM e INKKI 500 µM. Após obtenção da 

confluência, 104/poço de  células de melanoma murino B16F10-Nex2 foram 

plaqueadas em triplicata. Com objetivo de correlacionar à morfologia celular com 

viabilidade celular após o tratamento, as células foram acondicionadas em diferentes 

temperaturas (37°C e 4 °C). Após o tratamento a mor fologia foi acompanhada e 

microfotografada nos tempos de 0, 8 e 24 horas utilizando microscópio óptico 

invertido Nikon (MATSUO et al., 2010). 
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3.8 Efeitos do INKKI e do peptídeo scramble sobre a  proliferação celular 

 

Os efeitos do INKKI e seu scramble sobre a proliferação celular foram 

avaliados em linhagem tumoral de melanoma murino B16F10-Nex2. As células 

foram plaqueadas com concentração de 103 cel/poço em placas de 96 poços e 

incubadas por 4 horas em estufa contendo 5 % de CO2 a 37°C. Após o período de 

incubação as células foram tratadas com 500 µM do INKKI e scramble e incubadas 

por até 72 horas. A cinética do crescimento celular foi quantificada através da 

contagem das células viáveis utilizando o método de exclusão do azul de Tripan nos 

tempos de 24, 48 e 72 horas. 

 

3.9 Inibição da adesão celular em cultura de melano ma murino B16F10-Nex2 

tratadas com o INKKI e scramble 

 

A adesão celular foi avaliada em cultura de melanoma murino B16F10-Nex2. 

Foram empregadas uma monocamada de células B16F10-Nex2, o matrigel e o 

poliestireno da placa de 96 poços como substratos para a aderência celular. O 

preparo da monocamada celular foi iniciado no dia anterior ao tratamento, onde as 

células foram plaqueadas na concentração de 105 cel/poço com o objetivo de obter a 

confluência celular. No dia do tratamento, matrigel foi plaqueado em placas de 96 

poços e incubados por 2 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37°C para a 

polimerização.  Após os tempos de incubação da monocamada celular e do matrigel, 

as células B16F10 na concentração de 104 células/poço foram pré-tratadas com 500 

µM de INKKI e scramble. O controle negativo foi padronizado com o meio RPMI e o 

veículo utilizado para diluir os peptídeos. Após o pré-tratamento, as células foram 

plaqueadas sobre os substratos previamente preparados e sobre a superfície de 

poliestireno da placa de 96 poços e incubadas por 4 horas em estufa contendo 5 % 

de CO2 a 37°C. Após o período de incubação os poços foram  lavados com PBS e as 

células aderentes foram tripsinizadas e quantificadas utilizando o método de 

exclusão do azul de tripan e contadas em câmara de Neubauer. 
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3.10 Estudo do efeito inibitório da migração celula r em cultura de melanoma 

murino B16F10-Nex2 tratadas com o INKKI e scramble  

 

A avaliação da migração celular foi padronizada em células de melanoma 

murino B16F10-Nex2. As células foram plaqueadas na concentração de 2,5x105 

células/poço e incubadas por 24 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37°C. Após 

obtenção da confluência foi realizado um "risco" no centro de cada poço com auxílio 

de uma ponteira para micropipetas P1000. Em seguida os poços foram lavados com 

PBS e as células tratadas com 500 µM de INKKI e scramble. O controle negativo foi 

padronizado com o meio RPMI e o veículo utilizado para diluir os peptídeos. As 

imagens foram adquiridas nos tempos de 0, 4, 8 e 24 horas e a quantificação da 

migração foi determinada pela área percorrida pelas células e expressas em 

porcentagem utilizando o Software Wimasis Image Analisys. 

 

3.11 Inibição da invasão celular in vitro  em cultura de células B16F10-Nex2 

tratadas com o INKKI e Scramble  

 

Para o ensaio de invasão em matrigel foi utilizado o sistema BioCoat Matrigel 

Chambers (BD Biosciences) em placa de 24 poços e poros de 8 µm.  Durante a 

preparação do sistema, o matrigel foi diluído em PBS gelado, adicionado no 

compartimento interno do transwell e incubado por 30 minutos a 37 °C e 5% CO 2. 

Após a polimerização do matrigel, as células de melanoma B16F10-Nex2 foram 

plaqueadas no compartimento interno do transwell com concentração de 2,5x105 em 

meio RPMI sem adição de SFB e tratadas com 500 µM de INKKI e scramble. O meio 

RPMI suplementado com 10% de SFB foi utilizado como agente quimiotático. Foram 

plaqueados 500 µL desse meio completo no compartimento externo ao transwell. O 

controle negativo foi padronizado com o meio RPMI e veículo utilizado para diluir os 

peptídeos. O sistema foi incubado por 24 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 

37°C. 

Após 24 horas as células que migraram através do matrigel foram fixadas 

com glutaraldeído 5% diluído em PBS, lavado 3x com água destilada e então 

coradas com Giensa. Após nova lavagem com água destilada para retirada do 
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excesso do corante, o compartimento interno do Transwell foi limpo com haste de 

algodão. As células que invadiram foram contadas sobre lupa com aumento de 4x.  

 

3.12 Análise das fases do ciclo celular das células  B16F10-Nex2 tratadas com 

o INKKI e scramble  

 

Para o estudo das fases do ciclo celular do ciclo celular as células de 

melanoma murino B16F10-Nex2 foram plaqueadas em placas de 12 poços na 

concentração de 2x105 cel/poço. Para sincronização, as células B16F10 foram 

plaqueadas com meio RPMI sem adição de SFB. Após 24 horas de incubação o 

meio sem SFB foi aspirado e as células foram tratadas com 500 µM de INKKI e 

scramble diluídos em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e incubado por 

mais 24 horas em estufa contendo 5% de CO2 a 37°C. O controle negativo foi 

padronizado com o meio RPMI e veículo utilizado para diluir os peptídeos. Após o 

período de incubação do tratamento, 106 células B16F10-Nex2 foram tripsinizadas e 

centrifugadas a 240 g por 5 minutos. O pellet foi ressuspenso em 300 µL de HSF 

(0.1% DE Triton X-100, 0.1% de citrato de sódio e 50 µg/mL de Iodeto de Propídeo, 

10 µg/mL de RNAse (Sigma) e incubados a 4°C por 1 hora na ausência de luz. Os 

dados foram adquiridos em citometria de fluxo (BD FACSCanto II, Franklin Lakes, 

NJ, EUA). Para a determinação da porcentagem de células em cada fase do ciclo, 

utilizou-se o algoritmo Dean Jett-Fox, do software FlowJo (TreeStar Inc., Ashland, 

OR, EUA). 

 

3.13 Preparação do extrato do lisado celular das cé lulas B16F10-Nex2 tratadas 

com o INKKI e scramble   

 

As células B16F10-Nex2 na concentração de 106 foram tratadas com 500 µM 

do INKKI e scramble e incubadas por mais 24 horas em estufa contendo 5% de CO2 

a 37°C. O controle negativo foi padronizado com o m eio RPMI e o veículo utilizado 

para diluir os peptídeos. Após a incubação, as células foram lavadas com PBS e 

lisadas adicionando 100 µL de tampão de amostra de SDS 1x (62.5 mM Tris-HCl, pH 

6.8 at 25°C, 2% w/v SDS, 10% glicerol, 50 mM DTT, 0 .01% w/v azul de bromofenol). 

O lisado foi transferido para tubos de microcentrífugas na presença de gelo. As 
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amostras foram sonicadas por 15 segundos, e desnaturadas a 95°C por 5 minutos, 

centrifugadas a 240 g por 10 min e armazenadas a -20°C.  

 

3.14 Análise da sinalização celular induzida pelos peptídeos  

  

Para análise dos mediadores do ciclo e migração celular, foi padronizado o 

ensaio de Western blotting a partir dos lisados celulares obtidos da cultura das 

células de melanoma B16F10-Nex2 tratadas com os peptídeos, conforme descrito 

acima. As proteínas de cada amostra foram separadas por eletroforese em gel de 

SDS-PAGE 10% e em tampão contendo 2,5 mM de Tris-HCl (pH 8,0), 19 mM de 

glicina e 0,3 mM de SDS. A seguir as amostras foram transferidas para membranas 

de nitrocelulose (Protran, Schleicher e Schuell, EUA) em tampão contendo 1,2 mM 

de Tris-HCl (pH 8,0), 9,6 mM de glicina e 20% de metanol. A eficácia das 

transferências foi verificada através da coloração das membranas com o corante 

Ponceau S (Sigma), seguida por bloqueio em solução contendo 5% de leite em pó 

desnatado (Nestlé, Brasil) diluído em PBS. Após o bloqueio foram realizadas 03 

(três) lavagens de 10 minutos com TTBS (20 mM Tris-HCl (pH 7,6), 150 mM de NaCl 

e 0,1% de Tween 20 (pH 7,6)) por 2 horas. Após as lavagens as membranas foram 

incubadas por 24 horas, a 4°C sob agitação constant e com os seguintes anticorpos 

primários: anti-ciclina D1 mouse, anti-ciclina D3 mouse, anti-ciclina A mouse, anti-

NFк-B rabbit, anti-fosfo Akt (Thr308) rabbit, anti-β-Cadenina rabbit, anti-c-Raf, anti-

fosfo c-Ras, anti-fosfo p38 (Thr 180/Tyr182) rabbit, anti-fosfo MAPK rabbit, anti-fosfo 

GSK3β (Ser 9) rabbit; anti-N-Caderina rabbit, anti-Src rabbit, anti-fosfo Src (Tyr 416) 

rabbit, anti-FAK rabbit, anti-fosfo FAK (Tyr 925) rabbit e anti-fosfo FAK (Tyr 397) 

rabbit. Todos os anticorpos primários foram adquiridos da Cell Signaling Technology 

(Beverly, MA). Após a incubação com os anticorpos primários, as membranas foram 

lavadas com TTBS por 30 minutos e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente 

sob agitação com o anticorpo secundário conjugado com IgG horseradish 

peroxidase, adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Após a incubação com o 

anticorpo secundário, as membranas foram lavadas com TTBS e adicionado o 

substrato quimioluminescente LuminataTM e as membranas foram reveladas e 

analisadas em sistema Fotodocumentador ImageQuant LAS4000 (GE). Todas as 

bandas foram normalizadas pela da banda da beta-actina. 
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3.15 Preparação de células da medula óssea de camun dongos C57BL/6 e 

diferenciação de macrófago 

 

Células frescas de medula óssea de camundongos C57BL/6 foram utilizadas 

para obtenção de macrófagos, por meio de sua incubação com sobrenadante de 

meio condicionado de células L929, como fonte de fator estimulante de colônia 

granulócito/macrófago (GM-CSF) conforme descrito por Fischer, et al (1988). As 

células foram suspendidas em 10 mL de meio de diferenciação de medula óssea, o 

qual consiste de RPMI-1640 (Gibco, Grand Island, NY, EUA) suplementado com 

20% SFB, 30% de sobrenadante de meio condicionado de células L929, 100 U/mL 

de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina e 2nM de l-glutamina (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA). As células foram semeadas em placa de Petri Optilux (BD 

Biosciences, Franklin Lakes, NJ) e incubadas em uma atmosfera de 5% de CO2 a 37 

°C. Após 4 dias, 10 mL de meio fresco foram adicion ados, seguindo-se incubação 

adicional de 3 dias foi procedida. Para a obtenção dos macrófagos, o sobrenadante 

das culturas foi descartado e as células aderidas (macrófagos) foram lavadas com 

15 mL de PBS estéril. Em seguida, as células foram centrifugadas a 240 g por 5 min, 

resuspensas em 10 mL de RPMI-1640 e utilizadas nos experimentos descritos. 

 

3.16 Ensaio de ativação de macrófagos por dosagem d e óxido nítrico (NO) 

 

Para estudar a resposta da imunidade inata mediada pelos peptídeos que 

apresentaram potencial protetor in vivo, foi analisada a produção de NO induzido em 

macrófagos derivados de medula óssea. Os macrófagos derivados de medula óssea 

foram isolados de fêmur de camundongos sacrificados por deslocamento cervical. 

As patas traseiras foram dissecadas e cada fêmur isolado em solução salina estéril. 

As extremidades de cada fêmur foram removidas e com o auxílio de uma seringa de 

10 mL estéril, a medula óssea foi obtida em placa de petri estéril pela adição de 10 

mL de meio L (50% RPMI, 30% sobrenadante de cultura de células L929, 20% SFB) 

no interior de cada fêmur. As placas foram incubadas a 37 ºC e 5% de CO2 por 7 

(sete) dias para diferenciação das células progenitoras em macrófagos. Após o 

período de incubação, 5x105 macrófagos foram plaqueados em placas de 24 poços 
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e incubados por 6 h a 37 °C e 5% CO 2. Após o período de incubação, os macrófagos 

foram tratados com o INKKI nas concentrações de 100 a 0.1 µM e em seguida, os 

macrófagos foram ativados com IFN-γ (100 U/mL) e LPS (200 ng/mL) e incubados 

por até 72 h a 37 °C e 5% CO 2. Alíquotas de 100 µL do sobrenadante de cultura 

foram obtidas e quantificadas com 100 µL de reagente de Griess nos pontos de 24 

h, 48 h e 72 h a 550 nm em leitora de placas. 

 

3.17 Avaliação da internalização do peptídeo INKKI por microscopia confocal 

em linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2 

 

Os efeitos biológicos desencadeados através do tratamento pelos diversos 

compostos estão diretamente correlacionados com sua localização, seja na 

superfície celular, no citoplasma ou no núcleo. Determinar a localização e tráfego do 

peptídeo foi um importante passo que trouxe evidências sobre o mecanismo de 

ação. A localização foi avaliada por microscopia confocal em células de melanoma 

murino B16F10-Nex2 na presença de 500 µM do INKKI marcado com FITC (verde). 

As células obtidas da cultura foram cultivadas na concentração de 104 em lamínulas 

redondas e incubadas por 1 e 24 horas a 37 °C . Apó s o tratamento, as células 

foram lavadas com PBS e fixadas com formaldeído 2% por 30 minutos a 

temperatura ambiente. Logo em seguida as células foram permeabilizadas com 

0,1% de Triton X-100 por 30 minutos. As células foram lavadas novamente com PBS 

e incubadas com 10 µg/mL de 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) por 10 minutos a temperatura ambiente. As células B16F10-

Nex2 duplamente marcadas com o INKKI FITC e DAPI foram adquiridas utilizando o 

microscópio Carl Zeiss LSM780, 488nm argônio com aumento de 40 e 60x. 

 

 

3.18 Análise da condensação da cromatina 

 

Células de melanoma murino B16F10-Nex2 na concentração de 104/poço 

foram cultivadas em placa de 96 poços e incubadas com 165 µM de mastoparan por 

18 horas. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, fixadas por 30 minutos a 

temperatura ambiente com formaldeído 2% e coradas com 10 µg/mL de DAPI 
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), por 10 minutos para avaliação da cromatina. Após 

esse período as células foram observadas em microscópio de fluorescência 

empregando objetiva de 20 e 40x. As analises de fluorescência foram conduzidas 

em microscópio Olympus BX-51 e filtros com comprimento de onda de excitação de 

340 nm e de emissão de 450 nm objetiva de 40X. As imagens foram analisadas com 

software ImagJ (HTTP://rsb.info.nih.gov/ij/). 

 

 

3.19 Degradação de DNA 

 

Células B16F10-Nex2 na concentração de 5 x 105/poço foram plaqueadas em 

placas de 6 poços e incubadas por 6 horas a 37°C. A pós o período de incubação, as 

células foram tratadas com 165 µM de mastoparano e incubadas por 3 horas a 37 

°C. O DNA foi isolado após lise das células em tamp ão TELT (50nM Tris-HCl pH 8,0, 

Triton X-100 0,4%, 2,5 mM EDTA pH 9,0 e 2,5 M de LiCl). O lisado foi centrifugado 

por 20 min (240 g) a 4 °C. O tampão fenol equilibra do (1:1 v/v) foi adicionado, 

seguido por centrifugação e adição de clorofórmio (1:1 v/v) para a formação da fase 

aquosa. Os tubos foram centrifugados (15 min, 240 g, 4 °C), a fase aquosa foi 

coletada e o DNA foi precipitado com acetato de sódio 3 M, pH 7,0 e etanol absoluto 

(1:0,1:2,5 v/v) após incubação a -80 °  por 20 min.  O DNA foi precipitado e diluído 

em 50 µg/mL de RNAse-A (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). O DNA extraído foi 

submetido a eletroforese em gel de Agarose 1% com brometo de etídio (0,5 µg/mL) 

em tampão TBE (2 nM de EDTA, 90 nM Tris-HCl, 90 nM de ácido bórico, pH 8,0) a 

100v. O maracador de peso molecular de mil pares de bases (1Kb) (Gibco, Grand 

Island, NY, EUA) foi utilizado para comparação dos tamanhos das bandas obtidas. 

Após a eletroforese, o DNA foi fotografado e analisadas em sistema 

Fotodocumentador ImageQuant LAS4000 (GE) após exposição a luz ultravioleta 

(UV). 

 

3.20 Determinação dos efeitos pró-apoptóticos atrav és do teste da Anexina V 

 

As proporções de células apoptóticas foram detectadas utilizando o teste que 

marca a externalização da fosfatidilserina exposta na superfície extracelular da 
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membrana plasmática, marcado com Anexina V (Boehringer-Mannheim GmbH, 

Mannheim-Germany) e Isotiocianato de fluoresceína-FITC (Sigma®). As células 

também foram marcadas com iodeto de propídeo-ficoeritrina-PE (Sigma®) o que 

permite a identificação da população que apresentou perda da integridade da 

membrana plasmática. A concentração de 5 x 105 células de melanoma murino 

B16F10-Nex2 foram tratadas e incubadas por 12 horas com o mastoparano a 165 

µM. Após o período de incubação as células foram separadas com tripsina 2% e 

lavadas com PBS a 37°C, centrifugadas a 834 g por 10 minutos a 4°C. As células 

foram incubadas com 4µg/mL anexina V e 1,8µg/µL de PI por 1 hora a 37ºC, 

centrifugadas a 240 g por 10 minutos a 4°C e ressuspensas em 400µL de ta mpão de 

ligação fornecido pelo fabricante. Foram analisados 10.000 eventos para cada 

amostra citômetro FACSCanto II (BD Bioscience, Franklin, NJ, EUA) e analisadas 

utilizando o software FlowJo (TresStar Inc., Ashland, OR, EUA). 

 

3.21 Análise ultraestrutural por Microscopia Eletrô nica de Transmissão 

 

Após 3 e 12 horas de tratamento com 165 µM de mastoparano, as células de 

melanoma murino B16F10-Nex2 foram lavadas 2 vezes com PBS e fixadas com 

glutaraldeído 2,5%, paraformaldeído 4% e tampão fosfato 0.1M pH 7.2, por 2 horas 

à 4ºC. As células foram descoladas da placa de 6 poços com um cellscraper e 

centrifugadas a 240 g  por 10 minutos. Posteriormente, as células foram fixadas em 

tetróxido de ósmio a 1% (diluído em tampão fosfato) por 30 minutos. As células 

foram lavadas novamente, desidratadas em acetona e embebidas em Epon. As 

secções foram contrastadas com acetato de uranila por 30 minutos e citrato de 

chumbo por 5 minutos. As grades contendo as células foram analisadas em um 

Microscópio Eletrônico de Transmissão Jeol 1200 EXII (Tókio, Japão). 

 

3.22 Avaliação do aumento nos níveis de ânion super óxido intracelular 

induzido pelo mastoparano 

 

A produção de ânion superóxido foi determinada através do ensaio com 

dihidroetídio (DHE, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), que quando oxidado pelo radical 

ânion superóxido, é convertido em etídio e emite fluorescência em vermelho. As 
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células de melanoma murino B16F10-Nex2 na concentração de 5 x 104 foram 

cultivadas em placas de 24 poços e tratadas com 165 µM de mastoparano e 

incubadas com 3 e 6 horas a 37 °C e 5% CO 2. O controle positivo foi padronizado 

utilizando 5 mM H2O2 (peróxido de hidrogênio) a 37 °C por 40 min. A ana lise por 

microscopia por fluorescência foi analisadas em no microscópio Olympus BX-51, 

com objetiva de 40X. As imagens foram analisadas com software ImagJ 

(HTTP://rsb.info.nih.gov/ij/). 

 

 

3.23 Avaliação do efeito de N-acetilcisteína (NAC) na morte celular induzida 

pelo mastoparano 

 

As células de melanoma murino B16F10-Nex2 (104/poço) foram cultivadas em 

placas de 96 poços na presença ou ausência de 4 mM de NAC por 4 horas. Logo 

após esse período, as células foram tratadas com concentrações de 15,6 a 500 µM do 

mastoparano e incubadas por 24 horas. 

 Após incubação foram adicionados 5µl de MTT (5mg/mL) às células e 

incubadas por 3 horas. Após este período foram adicionados 100 µL de SDS 30% e 

as placas foram deixadas overnight e então foi realizada a quantificação da 

absorbância foi mensurada em comprimento de onda de 570 nm por 

espectrofotometria (Spectramax-M2, Software Molecular Pro 5.4, Sunnyvale, CA, 

EUA). A viabilidade celular foi expressa com valores de percentagem em 

comparação com as células não tratadas. 

 

3.24 Análise do potencial de membrana mitocondrial (∆ψm) 

 

O corante catiônico lipofílico tetrametilrodamina éster etílico (TMRE) entra na 

célula na forma de um éster que é subsequentemente hidrolisado e convertido a 

tetrametilrodamina, o qual dependendo do potencial de membrana mitocondrial pode 

ser reversivelmente acumulado na matriz mitocondrial carregada negativamente. 

Para análise do ∆ψm após o tratamento com 165 µM de mastoparano, 105 células 

B16F10-Nex2 foram incubadas por 1 e 3 horas em placa de cultura de 12 poços a 

37 °C e 5% CO 2. Após o período incubação, as células foram lavadas com PBS e 
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incubadas com 20 nM de TMRE (Molecular Probes, OR, EUA) por 10 minutos a 37 

°C. As células foram coletadas com solução PBS/trip sina 0,02%/EDTA 0,02% e a 

fluorescência foi mensurada em FACSCanto II (BD Bioscience, Franklin, NJ, EUA) e 

analisadas empregando os softwares FACSDiva (BD Bioscience, Franklin, NJ, EUA) 

e FlowJo (TresStar Inc., Ashland, OR, EUA). 

 

 

3.25 Determinação da cascata de sinalização da apop tose ativada pela via 

mitocondrial intrínseca induzida pelo mastoparano 

 

A análise dos mediadores da via mitocondrial intrínseca de apoptose, foi 

padronizada pelo ensaio de Western blotting a partir dos lisados das células de 

melanoma B16F10-Nex2 tratadas com 165 µM de mastoparano e incubado por 3 e 

12 horas. As proteínas de cada amostra foram separadas por eletroforese em gel de 

SDS-PAGE 10% e em tampão contendo 2,5 mM de Tris-HCl (pH 8,0), 19 mM de 

glicina e 0,3 mM de SDS. A seguir as amostras foram transferidas para membranas 

de nitrocelulose (Protran, Schleicher e Schuell, EUA) em tampão contendo 1,2 mM 

de Tris-HCl (pH 8,0), 9,6 mM de glicina e 20% de metanol. A eficácia das 

transferências foi verificada através da coloração das membranas com o corante 

Ponceau S (Sigma), seguida por bloqueio em solução contendo 5% de leite em pó 

desnatado (Nestlé, Brasil) diluído em PBS. Após o bloqueio foram realizadas 03 

(três) lavagens de 10 minutos com TTBS (20 mM Tris-HCl (pH 7,6), 150 mM de NaCl 

e 0,1% de Tween 20 (pH 7,6)) por 2 horas. Após as lavagens as membranas foram 

incubadas por 24 horas, a 4°C sob agitação constant e com os seguintes anticorpos 

primários: anti-β actina rabbit, anti-pró caspase 3 rabbit, anti-caspase 3 clivada 

rabbit, anti-pró caspase 8 rabbit, anti-caspase 8 clivada rabbit, anti-pró caspase 9 

rabbit, anti-caspase 9 clivada rabbit, anti-pró caspase 12 rabbit, anti-caspase 12 

clivada rabbit, anti-PARP clivado rabbit, anti-fosfo Bad (Ser 112) rabbit, anti-Bcl-XL 

rabbit, anti-Bim rabbit, anti-Bak rabbit, anti-citocromo c rabbit, anti-VDAC rabbit e 

anti-PBB1 rabbit. Todos os anticorpos primários foram adquiridos da Cell Signaling 

Technology (Beverly, MA). Após a incubação com os anticorpos primários, as 

membranas foram lavadas com TTBS por 30 minutos e incubadas por 1 hora a 

temperatura ambiente sob agitação com o anticorpo secundário conjugado com IgG 
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horseradish peroxidase, adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Após a 

incubação com o anticorpo secundário, as membranas foram lavadas com TTBS e 

adicionado o substrato quimioluminescente LuminataTM e as membranas foram 

reveladas e analisadas em sistema Fotodocumentador ImageQuant LAS4000 (GE). 

Todas as bandas foram normalizadas pela da banda da beta-actina. 

 

 

3.26 Atividade Enzimática Caspase 3  

 
3.26.1 Preparo do tampão de lise para ensaio de atividade enzimática 

 
A solução utilizada para extração das proteínas e também como meio 

reacional para medição da atividade de caspases foi composta pelo tampão HEPES 

20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1mM, sacarose 10% e o detergente CHAPS 0,1%. 

 

3.26.2 Ensaio de atividade enzimática da Caspase 3 

 

A caspase-3 é uma enzima efetora comum as vias intrínseca e extrínseca da 

apoptose. O aumento da atividade enzimática caracteriza a apoptose caspase 

dependente (COHEN, 1997). As células de melanoma murino B16F10-Nex2 foram 

tratadas e incubadas por 6 horas com o mastoparano 165 µM. Após o período de 

incubação, a atividade desta enzima foi mensurada através do ensaio fluorimétrico, 

onde o peptídeo Asp-Glu-Val-Asp (DEVD), substrato específico para caspase-3, 

ligados ao fluoróforo 7-amino-4-trifluorometil cumarina (AFC) são incubados por 2 

horas a uma concentração final de 70 µM com o extrato das células lisadas, 

adicionado de DTT a uma concentração final de 10 mM. As caspases ativadas 

clivam a ligação peptídeo-AFC liberando o fluoróforo, que é então dosado por 

fluorimetria, em comprimentos de onda de 400nm para excitação e 505 para 

emissão (VON EULER et al., 2002; PERCHELLET et al., 2004). 
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3.27 Modelo in vivo  de estudo 

 

3.27.1 Declaração de ética 

 

Este estudo foi realizado de acordo com os princípios em pesquisa com 

animais aprovado pelo Comitê de Ética para Experimentação Animal da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP) (processo número CEP1234/2011). 

 

 

3.27.2 Implantes das células tumorais e delineamento animal 

 

Diferentes grupos de camundongos das linhagens C57BL/6 e NOD/SCID/γc
null 

foram mantidos no biotério do Departamento de Biologia Celular, Unidade de 

Oncologia Experimental da Universidade Federal de São Paulo, com 

aproximadamente 25 g, idade aproximada de seis a oito semanas, dieta de água e 

ração. As suspensões celulares obtidas da cultura de melanoma murino B16F10 

foram desprendidas com PBS-EDTA. Em seguida as células foram centrifugadas, 

lavadas por 3 vezes com PBS e ressuspensas com meio RPMI sem adição de SFB. 

A concentração celular foi ajustada por contagem em câmara de Neubauer, sendo a 

viabilidade celular superior a 97%. Nos animais de linhagem C57BL/6 foi injetado o 

volume final de 100 µL de células B16F10 subcutaneamente na concentração de 105 

por animal e no plexo retro-orbital 5x105 por animal. Para indução das metástases 

pulmonares nos animais NOD/SCID/γc
null foram injetados 5x104 de células B16F10 

por animal. 

 

3.27.3 Avaliação dos efeitos antitumorais em modelo singênico de melanoma dorsal 

 

A progressão tumoral foi acompanhada após o 12º dia do implante tumoral e 

os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical quando apresentaram 

volume tumoral de 3000 mm3. A eficácia do tratamento no modelo descrito foi 

acompanhada pelas análises macroscópicas dos tumores dorsais, taxa de sobrevida 

animal e volume tumoral. O tamanho dos tumores foram avaliados de dois em dias 

com ao auxílio de um paquímetro digital e o volume foi mensurado em milímetros 
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cúbicos (mm3) através da equação V=(0.52xD12xD2), onde D1 e D2 correspondem 

ao menor e maior diâmetros em milímetros, respectivamente.  

 

3.27.4 Avaliação da atividade antimetastática em modelo de metástase pulmonar 

 

Os efeitos antimetastáticos foram quantificados após o 14º dia do implante. 

Os pulmões dos animais eutanasiados foram inspecionados e as colonizações 

metastáticas (micros e macros nódulos metastáticos) foram quantificados em lupa 

com magnitude de 20x. 

 

3.28 Delineamento experimental 

 

3.28.1 Inibição do crescimento do melanoma cutâneo em animais tratados com o 

INKKI e scramble  

 

Após o implante das células tumorais, foram delineados 03 (três) grupos 

experimentais com 05 (cinco) animais cada grupo. O tratamento teve início após os 

tumores atingirem 100mm3. O grupo controle foi tratado com PBS (veículo) e os 

grupos experimentais foram tratados com 2,5 mg/Kg com o INKKI e scramble por 5 

dias consecutivos através da via intraperitoneal.  

 

 

 



 

46 
 

3.28.2 Efeitos antimetastáticos em animais C57BL6 tratados com o INKKI e 

scramble  

 

Foram delineados 03 (três) grupos experimentais com 05 (cinco) animais 

cada grupo. Após 24 horas da inoculação, o grupo controle foi tratado com PBS 

(veículo) e os grupos experimentais foram tratados com 2,5 mg/Kg com o INKKI e 

scramble durante 5 (cinco) dias consecutivos após a inoculação, através da via 

intraperitoneal. Os pulmões foram inspecionados no 14° dia após a inoculação das 

células B16F10 para a quantificação dos nódulos metastáticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.28.3 Efeitos antimetastáticos em animais imunocomprometidos NOD/SCID/γc
null 

tratados com o INKKI 

 

Foram delineados 02 (dois) grupos experimentais com 05 (cinco) animais 

cada grupo. Após 24 horas da inoculação, o grupo controle foi tratado com PBS 

(veículo) e o grupo experimental foi tratado com 2,5 mg/Kg com o INKKI  durante 5 

(cinco) dias consecutivos após a inoculação, através da via intraperitoneal. Os 

pulmões foram inspecionados no 14° dia após a inocu lação das células B16F10 para 

a quantificação dos nódulos metastáticos. 
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3.28.4 Efeito antitumoral do mastoparano em modelo singênico de melanoma 

murino.  

 

Foram delineados 02 (dois) grupos experimentais com 05 (cinco) animais 

cada grupo. Após os tumores dos animais atingiram 100 mm3, foi iniciado o 

tratamento sendo que o grupo controle foi tratado com PBS (veículo) e o grupo 

experimental foi tratado com 5 mg/kg com o mastoparano por 5 dias consecutivos 

através da via peri-tumoral.  
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3.29 Análise Estatística  

 

As taxas de sobrevida dos camundongos foram submetidas ao teste 

estatístico de Kaplan-Meyer seguido do teste de log-rank. Os outros dados foram 

analisados pela distribuição (Gaussiana ou Normal), seguido do teste t student para 

a comparação entre os dois grupos utilizando o Software Graph Prism. Para a 

comparação entre três ou mais grupos os dados foram analisados pelo método de 

variância ANOVA seguido de teste comparativo múltiplo de Tukey-Kramer utilizando 

o Software Graph Prism. Os valores foram expressos em média ± desvio padrão 

(DP) de três experimentos independentes, considerando-se como valores 

significantes *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001. 
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4.RESULTADOS 

 

 

4.1 Avaliação da viabilidade do mastoparano e INKKI  em células de melanoma 

B16F10, melanócitos melan-A e queratinócitos HaCaT 

 

O estudo dos efeitos sobre a viabilidade celular foi o primeiro delineamento 

realizado para obtenção da IC50 que possibilitou a utilização desses valores para os 

estudos dos possíveis mecanismos antitumorais. A viabilidade das células tratadas 

com o mastoparano e INKKI foi avaliada nas linhagens não tumorigênicas de 

melanócitos melan-A e queratínócitos HaCaT e tumoral de melanoma murino 

B16F10-Nex2.  Os resultados obtidos após o tratamento e incubação por 24 horas 

mostraram que o mastoparano é um potente agente citotóxico para as células de 

melanoma murino B16F10-Nex2 nas concentrações de 62,5 a 500 µM com o IC50 

(165 µM).  Em células de melanócitos murinos melan-A e queratinócitos humano 

HaCaT, o mastoparano exibiu menor citotoxicidade em relação à linhagem de 

B16F10-Nex2, mostrando-se tóxico entre as concentrações de 250 e 500 µM  em 

ambas as linhagens com o IC50 de 411,5 µM e 428 µM, respectivamente  (Figura 4). 

O INKKI reduziu a viabilidade em linhagens de B16F10-Nex2 nas concentrações de 

250 e 500 µM com o IC50 (386,70 µM). A citotoxicidade foi confirmada através do 

método de exclusão utilizando azul de tripan, onde a quantificação foi realizada 

através da contagem das células não marcadas com o corante em câmara de 

neubauer. O INKKI não apresentou toxicidade em células não tumorigênicas (Figura 

5). 
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Figura 4. Avaliação da viabilidade após o tratament o com o mastoparano pelo método 
colorimétrico MTT. As células de melanoma murino B16F10-Nex2, melanócitos melan-A 
e queratinócitos HaCaT na densidade de 104 foram plaqueadas em placas de 96 poços, 
tratadas com diferentes concentrações do mastoparano e incubados durante de 24 horas. 
A curva mostra a correlação do efeito dose-resposta expressa em média ± DP de três 
experimentos independentes. 
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Figura 5. Avaliação da viabilidade após o tratament o com o INKKI pelo método colorimétrico 
MTT. As células de melanoma murino B16F10-Nex2, melanócitos Melan-A e 
queratinócitos HaCaT na densidade de 104 foram plaqueadas em placas de 96 poços, 
tratadas com diferentes concentrações do INKKI e incubados durante de 24 horas. A curva 
mostra a correlação do efeito dose-resposta expressa em média ± DP de três 
experimentos independentes. 

 
 

4.2 Avaliação dos efeitos citotóxicos do mastoparan o e INKKI em linhagens 

tumorais 

 

A avaliação da citotoxicidade em diversas linhagens tumorais, além de 

fornecer significativas informações sobre a efetividade de compostos candidatos a 

agentes antitumorais, também é um protocolo amplamente utilizado e preconizado 

pelo National Cancer Institute (http://www.cancer.gov). A citotoxicidade do 

mastoparano e INKKI foi determinada em linhagens tumorais humanas. Após o 

tratamento e incubação, os dados mostraram que o mastoparano induziu morte 

celular in vitro em todas as linhagens tumorais testadas, de maneira dose 

dependente e exibiu diferentes graus de citotoxicidade (Figura 6). O INKKI não 

apresentou efeito sobre as linhagens de MDA-MB-231 e SiHa, uma vez que não foi 

possível estabelecer uma correlação do efeito dose-resposta e por apresentar IC50 

maior que a dose máxima empregada no delineamento experimental. Os resultados 

mostraram que o INKKI apresentou efeito nas demais linhagens tumorais de 

maneira dose dependente e exibiu diferentes graus de efetividades (Figura 7). Após 

obter os dados da toxicidade, foi possível estabelecer as IC50 dos tratamentos com o 
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mastoparano e INKKI, sendo que a viabilidade das células em 50% variou de 77.9 

µM a 432,5 µM e de 87,53 µM a 486 µM, respectivamente (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Avaliação da citotoxicidade após o tratam ento com o mastoparano pelo método 
colorimétrico MTT. As diversas linhagens tumorais na densidade de 104 foram 
plaqueadas em placas de 96 poços, tratadas com diferentes concentrações do 
mastoparano e incubados durante de 24 horas. A curva mostra a correlação do efeito 
dose-resposta expressa em média ± DP de três experimentos independentes. 
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Figura 7. Avaliação da citotoxicidade após o tratam ento com INKKI pelo método colorimétrico 

MTT. As diversas linhagens tumorais na densidade de 104 foram plaqueadas em placas de 
96 poços, tratadas com diferentes concentrações do INKKI e incubados durante de 24 
horas. A curva mostra a correlação do efeito dose-resposta expressa em média ± DP de 
três experimentos independentes. 

 

 

Tabela 2. Atividade citotóxica do mastoparano e INK KI em células tumorais  

 IC50 (µM)* DP (µM) 

Linhagem Celular  mastoparano  INKKI 

A2058  140  ± 9,2 87,53 ± 7,25 

MCF-7  432,5 ± 10,9 319,01 ± 12,5 

MDA-MB-231  251,25 ± 11,5 > 500 

SiHa  172,1  ± 8,8 > 500 

SK-BR3  320,3 ± 12,5 232,73 ± 11,15 

U87  311,7 ± 8,9 486 ± 13,9 

Jurkat  77,9 ± 6,7 452,60 ± 9,50  

*Valores de IC 50, definido como a concentração do peptídeo que indu z a inibição de 50% das 
células observada após 24 horas de tratamento, fora m estimados a partir de uma curva dose 
resposta. 
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4.3 Estudo da viabilidade celular correlacionada co m as características 

bioquímicas após o tratamento com os peptídeos anál ogos ao INKKI 

 

O ensaio de viabilidade celular com os peptídeos análogos ao INKKI foi 

delineado com o objetivo de correlacionar os possíveis efeitos sobre a viabilidade 

com as características bioquímicas dos peptídeos. Os efeitos dos peptídeos 

análogos ao INKKI foram avaliados em linhagens tumorais de melanoma murino 

B16F10-Nex2. Os resultados obtidos após o tratamento e incubação por 24 horas 

mostraram que somente o peptídeo análogo ANKKI na concentração de 500 µM 

apresentou significativa redução na viabilidade celular (*p˂ 0.05). Não foi possível 

estabelecer a correlação do efeito dose-resposta (Figura 8A). Os demais peptídeos 

análogos não apresentaram efeitos citotóxicos (Figuras 8B, Figura 9 A e B e Figura 

10 A e B).  

Esses dados da citotoxicidade foram confirmados através do método de 

exclusão utilizando azul de tripan, onde a quantificação foi realizada através da 

contagem das células não marcadas com o corante em câmara de Neubauer.  
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Figura 8. Avaliação da viabilidade celular após o t ratamento com os análogos ao INKKI pelo 
método colorimétrico MTT. As células de melanoma murino B16F10-Nex2 na densidade 
de 104 foram plaqueadas em placas de 96 poços, tratadas com diferentes concentrações 
dos análogos ao INKKI e incubados durante de 24 horas. A e B mostram que somente o 
peptídeo ANKKI, apresentou um discreto efeito sobre a viabilidade celular. Os dados foram 
confirmados através do método de exclusão utilizando azul de tripan, onde a quantificação 
foi realizada através da contagem das células não marcadas com o corante em câmara de 
Neubauer. 
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Figura 9. Avaliação da viabilidade celular após o t ratamento com os análogos ao INKKI pelo 

método colorimétrico MTT. As células de melanoma murino B16F10-Nex2 na densidade 
de 104 foram plaqueadas em placas de 96 poços, tratadas com diferentes concentrações 
dos análogos ao INKKI e incubados durante 24 horas. A e B mostram que ambos os 
peptídeos análogos ao INKKI (INDDI e INKKY), não apresentaram significativos efeitos 
sobre a viabilidade celular. Os dados foram confirmados através do método de exclusão 
utilizando azul de tripan, onde a quantificação foi realizada através da contagem das células 
não marcadas com o corante em câmara de Neubauer. 
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Figura 10. Avaliação da viabilidade celular após o tratamento com os análogos ao INKKI pelo 

método colorimétrico MTT. As células de melanoma murino B16F10-Nex2 na densidade 
de 104 foram plaqueadas em placas de 96 poços, tratadas com diferentes concentrações 
dos análogos ao INKKI e incubados durante 24 horas. A e B mostram que ambos os 
peptídeos análogos ao INKKI (INRRI e NKKII), não apresentaram significativos efeitos sobre 
a viabilidade celular. Os dados foram confirmados através do método de exclusão utilizando 
azul de tripan, onde a quantificação foi realizada através da contagem das células não 
marcadas com o corante em câmara de Neubauer. 

 

4.4 Avaliação dos aspectos morfológicos das células  de melanoma murino 

B16F10-Nex2 cultivadas a 4 °C e 37 °C e tratadas co m o mastoparano e INKKI. 

 

A análise dos aspectos morfológicos, tais como, perda da adesão e 

comunicação celular, retraimento do citoplasma, formas arredondadas e perda 

refringência, fornecem importantes indícios sobre o tipo de efeito biológico 

desencadeado em resposta ao tratamento com os peptídeos. As diferentes 

condições experimentais de temperatura também fornecem informações importantes 

sobre o efeito biológico. As culturas celulares de melanoma murino B16F10-Nex2 

foram plaqueadas em placas de 96 poços, incubadas com o mastoparano a 500 µM, 

mantidas em estufa contendo 5% de CO2 a 4°C e 37°C e acompanhadas por 0, 8 e 

24 horas. Os resultados mostraram que em ambas as condições de temperatura, o 

mastoparano foi capaz de induzir, desde o tempo inicial de 15 minutos até a oitava 

hora do tratamento, significativas modificações morfológicas como perda de adesão, 

retraimento do citoplasma e perda de refringência (Figura 11). 
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  O delineamento experimental para avaliar os aspectos morfológicos das 

células tratadas com o INKKI 500 µM seguiu as mesmas especificações do ensaio 

com o mastoparano, ou seja, cultivadas em placas de 96 poços e mantidas em 

estufa contendo 5% de CO2 a 4 °C e 37 °C e acompanhadas por 0, 8 e 24 horas.  Os 

resultados mostraram que o INKKI não apresentou modificações morfológicas nas 

culturas mantidas a 4 °C durante as 24 horas de aco mpanhamento (Figura 12). As 

culturas mantidas a 37 °C apresentaram significativ as alterações morfológicas desde 

a 8ª hora do tratamento. Essas modificações foram caracterizadas pela perda da 

comunicação celular e principalmente pelas formas arredondadas. Porém, apesar 

das mudanças morfológicas, as células permaneceram viáveis durante as 24 horas 

do tratamento. As principais características que suportam essa hipótese é a 

manutenção da refringência, integridade da membrana plasmática e núcleo celular 

bem delimitado, ou seja, as células estavam brilhantes e sem aparência de morte 

celular (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

59 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Fotomicrografia da microscopia óptica in vertida das células de melanoma murino 
B16F10 mantida a 37 °C e tratadas com o mastoparano . As fotomicrografias mostram 
em destaque, os aspectos morfológicos das culturas de melanoma murino B16F10-Nex2 
controle e tratadas com o mastoparano 500 µM, acompanhada por 24 horas e mantidas a 
37 °C. Foram observadas alterações na morfologia ca racterística de morte celular, como 
perda de adesão, retraimento do citoplasma e perda de refringência, desde a 0 até a 24ª 
hora do tratamento. 
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Figura 12. Fotomicrografia da microscopia óptica in vertida das células de melanoma murino 

B16F10 mantidas a 4 °C e tratadas com o INKKI. As fotomicrografias mostram em 
destaque, os aspectos morfológicos das culturas de melanoma murino B16F10-Nex2 
controle  e tratadas com o INKKI 500 µM, acompanhada por 24 horas e mantidas a 4 °C. 
Não foram observadas significativas alterações morfológicas tanto no controle quanto nas 
células tratadas durante as 24 horas de tratamento. 
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Figura 13. Fotomicrografia da microscopia óptica in vertida das células de melanoma murino 

B16F10 mantidas a 37 °C e tratadas com o INKKI. As fotomicrografias mostram em 
destaque, os aspectos morfológicos das culturas de melanoma murino B16F10-Nex2 
controle e tratadas com o INKKI 500 µM, acompanhada por 24 horas e mantidas a 37 °C. 
A partir da 8ª hora, foram observadas significativas alterações morfológicas com perda da 
comunicação celular e presença de formas arredondadas. Apesar destas alterações, as 
células aparentemente estavam viáveis, caracterizadas pela refringência. 

 

4.5 Efeitos sobre a proliferação em células de linh agens de melanoma murino 

B16F10-Nex2 após o tratamento com o INKKI e scrambl e  

 

A avaliação da proliferação celular fornece importantes dados sobre os 

possíveis efeitos relacionados com o ciclo celular.  Os efeitos antiproliferativos foram 

avaliados em linhagens tumorais de melanoma murino B16F10-Nex2. Os resultados 

mostraram que ao longo das 72 horas de incubação o tratamento com 500 µM de 

INKKI apresentou uma progressiva redução do número de células em relação ao 

controle negativo e scramble. Nas primeiras 24 horas, os dados mostraram que 

houve uma inibição da proliferação de 37,6% e 35,65% em comparação ao controle 

negativo e scramble, respectivamente. Após 48 horas de incubação, o tratamento 

com INKKI foi capaz de inibir a proliferação em 55,64% e 43,70% em comparação 

ao controle negativo e scramble, respectivamente. Após 72 horas, foi possível 

verificar que houve um aumento na inibição da proliferação em 78,34% e 74% em 

comparação ao controle negativo e scramble, respectivamente. Não foi possível 

15 minutos 8 horas 24 horas 
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prolongar o tempo de incubação por 96 horas, uma vez que o controle negativo 

atingiu a confluência com 72 horas (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Avaliação sobre a proliferação celular a pós o tratamento com o INKKI e scramble. 
As células de melanoma murino B16F10-Nex2 na densidade de 103 foram plaqueadas em 
placas de 96 poços, tratadas com 500 µM de INKKI e incubadas por 72 horas. Após os 
tempos de incubação de 24, 48 e 72 horas as células foram quantificadas pelo método de 
exclusão do azul de tripan em câmara de Neubauer. Os dados mostraram que INKKI foi 
capaz de inibir a proliferação de forma progressiva ao longo do tratamento. A curva mostra 
a cinética de proliferação expressa em média ± DP de três experimentos independentes e 
a análise estatística realizada pelo o teste  One-Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey-
Kramer (*** p<0,001). 

 

4.6 Inibição da adesão celular em culturas de B16F1 0-Nex2 tratadas com o 

INKKI e scramble 

 

Estudos sobre a adesão celular em linhagens tumorais apresentam 

importantes indícios de possíveis efeitos sobre microambiente tumoral e/ou 

formação de metástases. Esses dados podem contribuir para a geração dos futuros 

delineamentos experimentais, como por exemplo, estudos in vivo antimetastáticos. 

Os efeitos sobre a adesão foram avaliados em linhagens tumorais de melanoma 

murino B16F10-Nex2 cultivadas sobre a monocamada celular, matrigel e superfície 

de poliestireno da placa de 96 poços. Após 24 horas de incubação com 500 µM de 

INKKI e scramble, a adesão foi quantificada. Os resultados mostraram que o INKKI 

foi capaz de inibir a adesão sobre a monocamada celular em 43% e 31% 

comparando com controle negativo e o scramble, respectivamente (Figura 15). A 
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avaliação sobre o matrigel mostrou que o INKKI foi capaz de inibir a adesão em 50% 

e 45%, comparando com o controle negativo e o scramble, respectivamente (Figura 

16). Por fim, os dados apresentados após a incubação sobre o poliestireno da placa 

de 96 poços mostraram que o INKKI inibiu a adesão celular em 40% e 34,5%, 

comparando com o controle negativo e o scramble, respectivamente (Figura 17).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Inibição da adesão sobre o monolayer cel ular após o tratamento com o INKKI e 
scramble. As células de melanoma murino B16F10-Nex2 na densidade de 104 foram 
plaqueadas sobre o monolayer celular em placas de 96 poços, tratadas com 500 µM de 
INKKI e incubadas por 4 horas. Após os tempos de incubação as células foram 
quantificadas pelo método de exclusão do azul de tripan em câmara de Neubauer. Os 
dados mostraram que o INKKI foi capaz de inibir significativamente a adesão sobre o 
monolayer celular e a análise estatística foi realizada aplicando o teste One-Way ANOVA 
seguido pelo teste de Tukey-Kramer  (** p˂0.01). 
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Figura 16.  Inibição da adesão sobre o matrigel apó s o tratamento com o INKKI e scramble. As 
células de melanoma murino B16F10-Nex2 na densidade de 104 foram plaqueadas sobre 
o matrigel em placas de 96 poços, tratadas com 500 µM de INKKI e incubadas por 4 
horas. Após os tempos de incubação as células foram quantificadas pelo método de 
exclusão do azul de tripan em câmara de Neubauer. Os dados mostraram que o INKKI foi 
capaz de inibir significativamente a adesão sobre o matrigel e a análise estatística foi 
realizada aplicando o teste One-Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey-Kramer  (** 
p˂0.01,** p˂0.01).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Inibição da adesão sobre a superfície de  poliestireno da placa de 96 poços após o 
tratamento com o INKKI e scramble. As células de melanoma murino B16F10-Nex2 na 
densidade de 104 foram plaqueadas sobre o poliestireno da placas de 96 poços, tratadas 
com 500 µM de INKKI e incubadas por 4 horas. Após os tempos de incubação as células 
foram quantificadas pelo método de exclusão do azul de tripan em câmara de Neubauer. 
Os dados mostraram que o INKKI foi capaz de inibir significativamente a adesão sobre o 
poliestireno e a análise estatística foi realizada aplicando o teste One-Way ANOVA 
seguido pelo teste de Tukey-Kramer  (** p˂0.01) 
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4.7 Inibição da migração em células de linhagem B16 F10-Nex2 após tratamento 

com o INKKI e scramble. 

 

A migração celular in vitro fornece indícios sobre o comportamento das 

linhagens tumorais frente ao tratamento com os peptídeos. É importante enfatizar 

que os dados gerados desse experimento também podem promover futuros 

planejamentos para avaliação antimetastática in vivo. Os efeitos inibitórios da 

migração foram avaliados em linhagens tumorais de melanoma murino B16F10-

Nex2. Os resultados mostraram que ao final das 24 horas de incubação, os poços 

que receberam o tratamento de 500 µM de INKKI ainda apresentaram espaços a 

serem percorridos pelas células, enquanto que o controle negativo atingiu 100% de 

confluência, indicando que o peptídeo exibiu efeito inibitório significativo sobre 

migração celular (Figura 18). A quantificação da inibição da migração celular foi 

mensurada através da área percorrida pelas células. Os resultados mostraram que o 

INKKI foi capaz de inibir a migração em 51,9% e 44,26% em comparação ao 

controle negativo e ao peptídeo scramble, respectivamente (Figura 19).  
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Figura 18. Avaliação da inibição da migração celula r após tratamento com INKKI e scramble. 
As células de B16F10-Nex2 foram plaqueadas na concentração de 2,5x105 em placas de 
12 poços, tratadas com 500 µM de INKKI e incubadas por 24 horas. Ao longo do período 
de incubação, as células foram fotodocumentadas e as imagens analisadas através do 
Software Wimasis Image. As imagens mostraram que, em comparação ao controle 
negativo, as células tratadas com o INKKI não foram capazes de atingir a confluência ao 
final da incubação. Analisando as distâncias percorridas pelas células, ficou evidente que 
os poços tratados com o INKKI apresentam menores áreas percorridas do que o 
Scramble. As imagens foram adquiridas por microscopia óptica com magnitude de 10x.   
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Figura 19. Quantificação do efeito inibitório da mi gração celular após o tratamento com o 
INKKI e scramble. As células de B16F10-Nex2 foram plaqueadas na concentração de 
2,5x105 em placas de 12 poços, tratadas com 500 µM de INKKI e incubadas por 24 
horas. As culturas foram fotodocumentadas nos tempos de 0, 8 e 24 horas. A 
quantificação foi realizada através da área percorrida pelas células. Os dados mostraram 
que o INKKI foi capaz de inibir a migração celular em comparação ao controle e 
scramble. A curva mostra a área percorrida na placa de cultura expressa em média ± DP 
de três experimentos independentes e a análise estatística foi realizada aplicando o teste 
One-Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey-Kramer  (*** p˂0.001). 

 

4.8 Efeitos sobre a invasão celular após o tratamen to com o INKKI e scramble 

 

A invasão celular é uma importante característica associada à metástase. O 

estudo dos efeitos do tratamento com o INKKI e scramble sobre a invasão forneceu 

importantes evidências para futuros delineamentos experimentais antimetastáticos in 

vivo. Os efeitos sobre a invasão celular foram avaliados em linhagens tumorais de 

melanoma murino B16F10-Nex2. Os resultados mostraram que após 24 horas de 

incubação e tratamento com 500 µM de INKKI, houve uma significativa redução na 

invasão celular. Esses dados estão representados na Figura 20 A, onde ficou 

evidente a redução no número de células que invadiram o lado oposto do Transwell, 

em comparação com o controle negativo e Scramble. Esses dados foram 

quantificados através da contagem do número das células que ultrapassaram o 

matrigel. Os resultados mostraram que o tratamento com o INKKI foi capaz de inibir 

a invasão celular em 66,87% e 53,38% em comparação ao controle negativo e 

scramble, respectivamente (Figura 20 B). 



 

68 
 

Controle INKKI 500 µµµµM Scr 500 µµµµM
0

2

4

6

8

***

B

N
úm

er
o 

de
 c

él
ul

as
 x

 1
0

2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Ensaio de invasão celular em linhagens d e melanoma murino B16F10-Nex2 após o 
tratamento com o INKKI e scramble. A figura (A) exibe em destaque o número de 
células de melanoma murino B16F10-Nex2 que migraram pelo matrigel, evidenciando a 
diferença entre o tratamento com o INKKI, o controle negativo e scramble após 24 horas 
de incubação. Após o tempo de incubação as células foram coradas, quantificadas e os 
dados mostraram que o INKKI foi capaz de inibir significativamente a invasão das células 
tumorais e a análise estatística foi realizada aplicando o teste One-Way ANOVA seguido 
pelo teste de Tukey-Kramer (*** p˂ 0.001). 

 

 

4.9 Avaliação das fases do ciclo celular das célula s B16F10-Nex2 tratadas com 

o INKKI e scramble  

 

A redução do numero total de células B16F10-Nex2 após o tratamento com o 

INKKI, sugeriu uma possível atividade moduladora sobre a proliferação. Desse 

modo, foi determinada a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular após 

o tratamento com o INKKI, Scramble e controle não tratado. Os resultados 

A Controle INKKI scramble 
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mostraram que o INKKI na concentração de 500 µM foi capaz de reduzir 

significativamente a proliferação das células B16F10-Nex2, demonstrada pela 

diminuição da porcentagem de células nas fases S e G2/M e aumento das células 

em G0/G1. O tratamento com o INKKI levou uma redução de 65,17%, e 40,26% das 

células nas fases S e G2/M, respectivamente. Por outro lado, o INKKI aumentou a 

proporção da população celular em 36% na fase G0/G1, ambas em comparação ao 

controle negativo sem o tratamento. Em comparação ao peptídeo Scramble, o INKKI 

aumentou a porcentagem de células em G0/G1 em 33,86% e reduziu a proporção 

da população em 61.85% e 61,36% nas fases S e G2/M, respectivamente (Figura 21 

A e B).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Indução da parada da fase G0/G1 do ciclo  celular das células B16F10-Nex2 após o 

tratamento com o INKKI e Scramble. As células B16F10-Nex2 foram plaqueadas na 
concentração de 2,5x105 em placas de 12 poços, tratadas com 500 µM de INKKI e 
incubadas por 24 horas (A) O histograma representa o número de eventos em função da 
fluorescência marcada com a incorporação do Iodeto de Propídeo (PI). (B) Representa a 
distribuição da porcentagem das fases do ciclo celular após o tratamento com os 
peptídeos. Os dados mostraram que o INKKI induziu significativamente a parada do ciclo 
celular na fase G0/G1 e consequentemente, reduziu o número de células nas fases S e 
G2/M (** p˂ 0.01, *** p˂ 0.001). 
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4.10 Efeitos sobre os mediadores envolvidos na regu lação do ciclo celular e 

migração celular após o tratamento com o INKKI e sc ramble pelo método de 

Western blotting 

 

Para entender o mecanismo de ação do INKKI sobre a parada do ciclo celular 

em cultura de melanoma B16F10-Nex2, as proteínas envolvidas no controle do ciclo 

foram avaliadas por Western blotting. As células B16F10-Nex2 na concentração de 

106 foram tratadas com 500 µM do INKKI e scramble e incubadas por mais 24 horas. 

Após o período de incubação foi possível observar que as células tratadas com o 

INKKI apresentaram significativas alterações morfológicas caracterizadas pela perda 

da confluência, prolongamentos citoplasmáticos e diminuição da adesão intercelular 

(Figura 22). 

A primeira proteína analisada foi a ciclina D1. Os dados mostraram que o 

tratamento das células B16F10-Nex2 com 500 µM do INKKI induziu a inibição da 

expressão de ciclina D1, corroborando com os dados obtidos com a análise do ciclo 

celular, onde foi possível mostrar o amento na proporção da população celular na 

fase G0/G1. O estudo com a Ciclina D3 mostrou que houve uma discreta redução 

dos níveis de expressão em comparação ao controle negativo e o peptídeo 

Scramble.  

Analisando a via de sinalização upstream da ciclina D1, o INKKI mostrou ser 

capaz de reduzir significativamente os níveis de importantes mediadores 

correlacionados com a via da MAPK/Erk1-2 que controlam a progressão do ciclo 

celular. Os resultados mostraram significativa redução nos níveis de expressão do 

NFκ-B, bem como da β-Catenina e Erk1-2 quando comparado com o controle 

negativo e peptídeo Scramble. Esses dados corroboram efetivamente com os efeitos 

biológicos descritos anteriormente através da análise da expressão da ciclina D1 e 

do ciclo celular. Somando aos dados anteriores, também foi possível observar que 

os níveis de expressão de fosfo-c-Raf (Ser 338) e fosfo-AKT também apresentaram 

significativa redução, enquanto que, o c-Raf não fosforilado apresentou o mesmo 

nível de expressão quando comparado com o controle e scramble. Além disso, o 

INKKI também foi capaz de induzir o aumento da expressão da p38.  Todos os 

dados foram padronizados com a β-actina (Figura 23 A e B). 

Agregando aos resultados obtidos com a via de sinalização do ciclo celular, 

foram avaliados os principais mediadores correlacionados com a migração celular. 
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Os dados obtidos da análise por Western blotting mostraram que as células tratadas 

com o INKKI apresentaram uma significativa redução nos níveis de fosfo Src (Tyr 

416), GSK3β, fosfo FAK (Tyr 925), fosfo FAK (Tyr 397) e um aumento na expressão 

de Src, quando comparadas com o controle e o peptídeo scramble. Os níveis de 

FAK apresentaram discreta redução da expressão entre os tratamentos com o 

controle, INKKI e scramble. A N-caderina é uma importante molécula de adesão que 

esta diretamente envolvida no processo de migração celular. As células tratadas 

com o INKKI apresentaram significativa redução nos níveis de expressão de N-

caderina (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Alterações morfológicas das células B16F 10-Nex2 após 24h de tratamento com o 
INKKI e scramble . As células B16F10-Nex2 foram plaqueadas na concentração de 106 
em placas de 6 poços, tratadas com 500 µM de INKKI e incubadas por 24 horas. Após a 
incubação foi possível observar as significativas alterações na morfologia celular. As 
células tratadas com o INKKI apresentaram prolongamentos citoplasmáticos, perda de 
confluência e adesão intercelular, além da significativa diminuição do número de células. 
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Figura 23. Efeitos do tratamento das células B16F10 -Nex2 com o INKKI e scramble sobre os 

níveis de expressão de ciclinas D1 e D3, p-AKT, MAP K, β-Catenina, p38, c-Raf, 
Phosp-c-Raf (Ser338) e NF κ-B. (A) As células B16F10-Nex2 foram plaqueadas na 
concentração de 106 em placas de 6 poços, tratadas com 500 µM de INKKI e incubadas 
por 24 horas. Após a incubação foram realizados Western Blottings para checagem da 
expressão de Cilina D1, Ciclina D3, AKT, MAPK, β-Catenina e NFκ-B, todos os anticorpos 
diluídos na proporção de 1:1000 e normalizados pela quantificação da β-actina. Os 
resultados mostraram inibição da expressão de Ciclina D1 e MAPK e redução nos níveis 
de expressão da β-Catenina, Phosp-c-Raf (Ser338) e NFκ-B, enquanto que houve um 
aumento na expressão de p-p38. (B) Esquema representativo da parada do ciclo celular 
induzida pelo INKKI  inibindo a expressão da ciclina D1 e acumulo das células na fase 
G0/G1. Adaptada: (Gaurisankar; Tanya,  2008). 
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Figura 24. Efeitos do tratamento das células B16F10 -Nex2 com o INKKI e scramble sobre os 
níveis de expressão de GSk3 β, N-caderina, Src, fosfo Src (Tyr 416), FAK, fosfo FAK 
(Tyr 925), fosfo FAK (Tyr 397) e β-actina. As células B16F10-Nex2 foram plaqueadas na 
concentração de 106 em placas de 6 poços, tratadas com 500 µM de INKKI e incubadas 
por 24 horas. Após a incubação foram realizados western blotting para checagem da 
expressão GSk3β, E-caderina, Src, fosfo Src (Tyr 416), FAK, fosfo FAK (Tyr 925) E fosfo 
FAK (Tyr 397), todos os anticorpos diluídos na proporção de 1:1000 e normalizados pela 
quantificação da β-actina. Os resultados mostraram inibição da expressão de Ciclina D1 e 
MAPK e redução nos níveis de expressão da GSk3β, E-caderina, fosfo Src (Tyr 416), fosfo 
FAK (Tyr 925) E fosfo FAK (Tyr 397), enquanto que houve um aumento na expressão de 
Src. 

 

4.11 Avaliação da internalização por microscopia co nfocal das células de 

melanoma murino B16F10-Nex2 tratados com INKKI marc ado com FITC 

 

A determinação da localização e o tráfego celular do INKKI fornecem 

importantes evidências quanto ao mecanismo de ação, onde é possível observar se 

o peptídeo encontra-se ligado na superfície da membrana celular, se é internalizado 

e disperso pelo citoplasma ou se está localizado no núcleo celular.  A internalização 

foi avaliada através de ensaios de microscopia confocal. As células de melanoma 

murino B16F10-Nex2 foram incubadas por 1 e 24 horas com o INKKI marcado com 

FITC (verde) na concentração de 500 µM. Após ambos os períodos de incubação, 

os dados mostraram que o INKKI foi capaz de internalizar apresentando ampla 

distribuição citoplasmática. Além da localização citoplasmática, o núcleo celular foi 

marcado com DAPI (azul) e foi possível observar que o INKKI apresentou uma co-

localização nuclear em ambos os tempos de incubação (Figura 25). Outro 

importante dado obtido neste ensaio foi a Série-Z e reconstrução tridimensional das 
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células B16F10-Nex2. As fotomicrografias mostraram que o INKKI não se localizou 

na membrana celular sendo totalmente internalizado (Figuras 26 e 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Imagens de microscopia confocal das célu las de melanoma murino B16F10-Nex2 
tratados com INKKI marcado com FITC (verde) e DAPI (azul). As células B16F10-Nex2 
foram incubadas com 500 µM de INKKI marcado com FITC e DAPI pelos períodos de 1 e 
24 horas. Após o período de incubação foi possível observar que o peptídeo foi 
internalizado e amplamente distribuído pelo citoplasma. A co-localização entre o FITC e o 
DAPI mostrou que o peptídeo também foi encontrado na região nuclear das células 
(aumento 60x). 
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Figura 26. Imagens de microscopia confocal da Série -Z e reconstrução tridimensional das 
células B16F10 das células controle de melanoma mur ino B16F10-Nex2 marcadas 
com FITC (verde) e DAPI (azul). As células B16F10-Nex2 foram incubadas com FITC e 
DAPI pelos períodos de 1 e 24 horas. Após o período de incubação foi possível observar 
que somente a região nuclear apresentou marcação com DAPI (aumento de 40x). 
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4.12 Efeitos antimetastáticos em animais tratados c om o INKKI e scramble 

(NKKII)  

 

A habilidade das células tumorais de invadirem outros órgãos distantes do 

foco primário é um evento clínico de ocorrência letal em muitas neoplasias. Os 

principais sítios de invasão dos tumores metastáticos são o pulmão e o fígado. Para 

avaliar o efeito antimetastático, as células viáveis de melanoma murino B16F10-

Nex2 foram injetadas endovenosamente pelo plexo retro-orbital 5x105 células nos 

camundongos C57BL/6. Após 24 horas da inoculação, os camundongos foram 

tratados com 2,5 mg/Kg por animal durante 5 dias. Após o 14º dia os nódulos 

pulmonares foram quantificados. Os resultados mostraram que o INKKI foi capaz de 

inibir a formação de nódulos metastáticos pulmonares em 74% e 63,06% em 

comparação ao controle negativo tratados com solução fisiológica e ao seu análogo 

Scramble, respectivamente (Figura 28 A e B). 
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Figura 28. Aspectos macroscópicos e análise quantit ativa da inibição da formação de nódulos 
metastáticos induzidos em camundongos de linhagem C 57BL/6 após o tratamento 
com o INKKI e scramble. As células B16F10-Nex2 foram injetadas pelo plexo retro-orbital 
nos animais para indução da formação metastática. Após 24 horas da indução, os animais 
foram tratados durante 5 dias pela via intraperitoneal e no 14º dia os nódulos metastáticos 
foram quantificados. A) Aspectos macroscópicos dos pulmões mostraram que os animais 
tratados com o INKKI apresentaram menor número de nódulos metastáticos em 
comparação ao controle e scramble. B) As quantificações dos nódulos mostraram que 
INKKI apresentou significativa redução no número de metástases pulmonar. Para cada 
experimento foram utilizados 5 animais por grupos e a análise estatística foi realizada 
aplicando o teste One-Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey-Kramer   (* p˂ 0.05, ** p˂ 
0.01). 
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4.13 Atividade antitumoral sobre o melanoma cutâneo em a nimais tratados 

com o INKKI e scramble   

 

Os modelos experimentais in vivo apresentam significativa importância para 

obtenção da prova de conceito de compostos candidatos a agentes antitumorais. 

Um dos modelos mais empregado em estudos de atividade antitumoral é o 

melanoma dorsal. Este modelo permite o desenvolvimento e a avaliação de novas 

drogas e procedimentos terapêuticos. A inoculação subcutânea deste tumor provoca 

o desenvolvimento de um nódulo hipodérmico que se torna palpável em torno de 

uma a duas semanas, sendo facilmente mensurado, evoluindo para um tumor sólido, 

podendo chegar a grandes dimensões. Para avaliar os efeitos protetores 105 células 

de melanoma murino B16F10-Nex2 foram injetadas subcutaneamente nos flancos 

direitos dorsais dos camundongos de linhagem C57BL/6. Os animais foram tratados 

com 2,5 mg/Kg de INKKI e scramble e o volume tumoral foi mensurado até que os 

animais atingissem o volume máximo de 3000 mm3. Os dados mostraram que o 

INKKI foi capaz de inibir o crescimento tumoral em 76,42% e 61,09% em 

comparação aos animais controles tratados com solução salina e ao peptídeo 

Scramble, respectivamente (Figura 29). 

Outro importante parâmetro avaliado simultaneamente ao desenvolvimento 

tumoral é a taxa de sobrevida. Esse aspecto fornece importantes informações sobre 

a resposta frente ao tratamento com drogas antitumorais, uma vez que muitos 

agentes quimioterápicos disponíveis para o melanoma não apresentam aumento na 

expectativa de vida do paciente. A taxa de sobrevida foi avaliada de acordo com as 

condições experimentais descritas acima. Os resultados mostraram que o 

tratamento com o INKKI foi capaz de aumentar a taxa de sobrevida dos animais 

portadores de tumores dorsais em 65,5% e 54,8% em comparação ao controle 

negativo tratado com o veículo (solução salina) e ao scramble (Figura 30). 
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Figura 29. Atividade antitumoral sobre o melanoma c utâneo induzidos em camundongos de 
linhagem C57BL/6 após o tratamento com o INKKI e sc ramble. As células de 
melanoma murino B16F10-Nex2, na concentração de 5x105 células de foram injetadas 
subcutaneamente em camundongos de linhagem C57BL/6. Os animais foram tratados 
com 2,5 mg/Kg com o INKKI e scramble e o volume tumoral foi mensurado até que os 
animais atingissem o volume máximo de 3000 mm3. Os dados mostram que o INKKI 
apresentou significativo efeito protetor em comparação ao controle negativo tratado com 
solução salina e ao scramble. Para cada experimento foram utilizados 5 animais por 
grupos e a análise estatística foi realizada aplicando o teste One-Way ANOVA seguido 
pelo teste de Tukey-Kramer  (* p˂ 0.05, ** p˂ 0.01 e *** p˂ 0.001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 30. Avaliação da taxa de sobrevida dos anima is portadores de melanoma cutâneo 

tratados com o INKKI e scramble . As células de melanoma murino B16F10-Nex2, na 
concentração de 5x105 células foram injetadas subcutaneamente e tratadas com solução 
fisiológica e 2,5 mg/Kg com INKKI e scramble. A terapia intraperitoneal começou após os 
tumores atingirem 100mm3 e foi prolongada durante 5 dias. Os dados mostraram que o 
INKKI proporcionou um aumento na taxa de sobrevida em comparação ao controle 
negativo tratado com solução fisiológica e ao scramble. Para cada experimento foram 
utilizados 5 animais por grupos e a análise estatística foi realizada pelo método Kaplan-
Meyer (***p<0,001 e ** p˂ 0.01). 
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4.14 Efeitos antimetastáticos em animais imunodefic ientes NOD/SCID/ γc
null  

tratados com o INKKI  

 

O estudo dos efeitos antitumorais decorrentes da ação direta dos compostos 

candidatos a agentes antitumorais ou os efeitos protetores deles mediados através 

da ativação do sistema imunológico fornece importante dado para determinação do 

mecanismo de ação in vivo.  Para determinar o envolvimento do sistema 

imunológico nos efeitos protetores in vivo, as células de melanoma B16F10-Nex2 

foram injetadas pelo plexo retro-orbital 5x104 células nos camundongos 

imunodeficientes NOD/SCID/γc
null. Após 24 horas da inoculação, os camundongos 

foram tratados com 2,5 mg/Kg de INKKI, por animal, através da via intraperitoneal  e 

durante 5 dias. Após o 14º dia os nódulos metastáticos pulmonares foram 

quantificados. Os resultados mostraram que o INKKI não exerceu efeito direto sobre 

a inibição das metástases pulmonares, onde foi possível observar que em ambos os 

grupos experimentais os animais apresentaram mais do que 500 nódulos por 

pulmão, não estabelecendo diferença estatística entre eles (Figura 31). 
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Figura 31. Aspectos macroscópicos e análise quantit ativa formação de nódulos metastáticos 
induzidos em camundongos imunodeficientes de linhag em NOD/SCID/γc

null
 após o 

tratamento com o INKKI. As células B16F10-Nex2 foram injetadas pelo plexo retro-orbital 
nos animais para indução da formação metastática. Após 24 horas da indução, os animais 
foram tratados durante 5 dias e no 14º dia os nódulos metastáticos foram quantificados. 
Aspectos macroscópicos dos pulmões mostraram que os animais tratados com o INKKI 
não apresentaram diferença significativa do número de nódulos metastáticos em 
comparação ao controle. As quantificações dos nódulos pulmonares mostraram que os 
animais controles e tratados com INKKI apresentaram mais de 500 nódulos metastático 
por pulmão. 

 

4.15 Ensaio de ativação de macrófagos   

 

O sistema imunológico apresenta uma estreita correlação com o controle e o 

desenvolvimento tumoral. A avaliação da participação da imunidade inata mediada 

pelos peptídeos que apresentaram atividade antitumoral in vivo, foi analisada a 

produção de NO induzido em macrófagos naive. Os macrófagos foram obtidos da 

medula, estimulado sua diferenciação e tratados com o INKKI nas concentrações de 

100 a 0,1 µM. Os macrófagos foram ativados com IFN-γ (100 U/mL) e LPS (200 

ng/mL) e incubados por até 72 horas. Os resultados obtidos mostraram que durante 
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todo o período de incubação, o INKKI não foi capaz de ativar os macrófagos 

(Figuras 32, 33 e 34). Esse resultado sugere que os efeitos antimetastáticos e 

protetor in vivo não são mediados diretamente pela ativação de macrófagos naive. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 32. Efeitos sobre a ativação de macrófagos a pós o tratamento com o INKKI. A cultura de 

macrófagos foi obtida da medula óssea. Após a obtenção os macrófagos foram 
diferenciados, tratados com o INKKI e ativados como descrito a seguir: M+L+I (macrófago 
+ LPS + IFN-γ + peptídeo); M+I (macrófago + IFN-γ + peptídeo); M+L (macrófago + LPS + 
peptídeo); e M0 (macrófago + peptídeos). Após 24 horas de incubação foi quantificada a 
produção de NO. Os dados mostraram que o peptídeo INKKI não foi capaz de ativar os 
macrófagos.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Efeitos sobre a ativação de macrófagos após o trata mento com o INKKI. A cultura 

de macrófagos foi obtida da medula óssea. Após a obtenção os macrófagos foram 
diferenciados, tratados com o INKKI e ativados como descrito a seguir: M+L+I 
(macrófago + LPS + IFN-γ + peptídeo); M+I (macrófago + IFN-γ + peptídeo); M+L 
(macrófago + LPS + peptídeo); e M0 (macrófago + peptídeos). Após 48 horas de 
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incubação foi quantificada a produção de NO. Os dados mostraram que o peptídeo 
INKKI não foi capaz de ativar os macrófagos. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Efeitos sobre a ativação de macrófagos a pós o tratamento com o INKKI. A cultura de 
macrófagos foi obtida da medula óssea. Após a obtenção os macrófagos foram 
diferenciados, tratados com o INKKI e ativados como descrito a seguir: M+L+I (macrófago 
+ LPS + IFN-γ + peptídeo); M+I (macrófago + IFN-γ + peptídeo); M+L (macrófago + LPS + 
peptídeo); e M0 (macrófago + peptídeos). Após 72 horas de incubação foi quantificada a 
produção de NO. Os dados mostraram que o peptídeo INKKI não foi capaz de ativar os 
macrófagos. 

 

4.16 Determinação das proporções da população celul ar em apoptose pelo 

teste de Anexina V 

 

Uma das características da apoptose é a perda da polaridade de membrana, 

acompanhada pela translocação da fosfatidilserina  (PS) a partir do interior de 

folhetos da membrana externa expondo PS para o ambiente externo. A proteína de 

ligação de fosfolipídios, anexina V, liga-se a células quando expostas externamente, 

enquanto a coloração PI ocorre somente após perda da integridade da membrana. 

Os resultados obtidos mostraram que houve significativo aumento das porcentagens 

das populações das células B16F10-Nex2 controles (tratadas somente com o 

veículo) de 7,06% para 44,8% tratadas com o mastoparano e marcadas com 

anexina V positiva. Simultaneamente, também foi possível observar um aumento 

das células de B16F10 duplamente marcadas com anexina V e PI nas proporções 

de 7,6% controle para 19,1% tratadas com o mastoparano.  (Figura 35 A e B). 
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Figura 35.  Avaliação morte celular pelo teste de Anexina V/PI por citometria fluxo.  (A) Dot plots 
representando a distribuição da marcação na população celular. (B) Gráfico de barras 
representando a quantificação da porcentagem de marcação distribuída pela população 
celular. Os dados representam os efeitos apoptóticos/necróticos após os tratamentos 
com o 165 µM de mastoparano, comparado com o controle sem o peptídeo, em 
culturas de células tumorais de linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2 e 
determinadas por citometria de fluxo após 12 horas de tratamento. O mastoparano foi 
capaz de aumentar significativamente a proporção de morte por apoptose na 
população celular (*** p˂ 0.001).  

 

4.17 Indução da despolarização do potencial de memb rana mitocondrial ( ψm) 

 

 O estudo dos efeitos do mastoparano durante o processo de apoptose via 

alterações do potencial elétrico mitocondrial foram avaliados através da utilização do 

corante catiônico lipofílico TMRE nas células de melanoma. Os dados mostraram 

que o mastoparano foi capaz de reduzir significativamente a intensidade da 

fluorescência, sugerindo que o tratamento com este peptídeo resultou na dissipação 
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do ∆Ψm. O dano mitocondrial durante o processo de apoptose induzida pelo 

mastoparano em células B16F10-Nex2 foi demonstrado pela redução em 42,8%  e 

49,7% do acumulo do corante lipofílico catiônico TMRE na organela após o período 

de 1 e 3 horas de incubação, respectivamente, implicando em limiar de 

permeabilidade reduzida (Figura 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 36. Perda do potencial mitocondrial transmem brana (∆Ψm) em células tratadas com 

mastoparano. As células de melanoma murino B16F10-Nex2 foram tratadas com 165 
µM do mastoparano pelos períodos indicados e recolhidos para a determinação do ∆Ψm 
utilizando TMRE por citometria de fluxo. Os histogramas representativos do acúmulo do 
TMRE em células não tratadas (controle) e tratadas com o mastoparano por 1 e 3 horas. 

 

4.18 Análise da integridade do DNA após tratamento com o mastoparano 

 

O desenvolvimento de novos agentes antitumorais fundamenta-se na 

capacidade desses compostos de inibirem a proliferação e induzirem morte celular. 

O padrão de bandas formadas durante a degradação do DNA fornece importantes 

informações do tipo de morte celular. Desta forma, análise através da eletroforese 

em gel de agarose mostrou que o mastoparano na concentração de 165 µM 

incubado por 3 horas proporcionou a degradação de DNA em células de melanoma 

murino B16F10-Nex2 com formação padrão de bandas característico de apoptose 

(Figura 37). 
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Figura 37. Fragmentação do DNA induzida por mastopa rano em células B16F10-Nex2. As 
células foram incubadas com o mastoparano na concentração 165µM por 3h. Os 
extratos nucleares foram obtidos e a fragmentação do DNA foi analisada por eletroforese 
em gel de agarose 1,0%, corado com brometo de etídio, como descrito nos materiais e 
métodos. a) padrão de 1Kb; b) controle (células não tratadas); c) células tratadas com o 
mastoparano. Os dados mostram que as células tratadas com o mastoparano apresenta 
a formação do padrão de fragmentação característica de apoptose. 

 

4.19 Determinação de alterações morfológicas caract erísticas de apoptose em 

células induzidas pelo mastoparano 

 

O processo de morte celular induzida por apoptose apresenta significativas 

modificações morfológicas. Para estudar as características morfológicas da 

apoptose desencadeada pelo mastoparano em células B16F10-Nex2, foram 

empregadas a marcação com DAPI e mensurado por microscopia de fluorescência. 

A densidade da cromatina foi avaliada em células cultivadas em placa de 96 poços 

na presença de 165 µM de mastoparano. Após a incubação foi adicionado DAPI e os 

resultados mostraram que o mastoparano induziu significativas alterações 

morfológicas, onde é possível observar a fragmentação e condensação nuclear 

(núcleos picnóticos). O percentual de núcleos apoptóticos foi de 65,87 % em células 

de melanoma incubadas com o mastoparano (Figura 38 A e B). 
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Figura 38. Alterações morfológicas características de apoptose induzidas pelo mastoparano 
em células de melanoma murino B16F10-Nex2. As células de melanoma foram 
cultivadas na concentração de 104 em placa de 96 e tratadas com 165 µM de 
mastoparano e incubadas por 18 horas. (A) As modificações morfológicas 
correlacionadas com o estado da cromatina foi avaliada após a marcação nuclear com 
DAPI. Nota-se a presença de condensação da cromatina após o tratamento com o 
mastoparano (seta branca). (B) Quantificação da percentagem de células marcadas com 
DAPI. As células positivas para a coloração foram visualizadas em microscópio de 
fluorescência e expressa em porcentagem do total de células contadas de células 
controle (aumento 20x) e a análise estatística foi realizada aplicando o test t de student 
utilizando o Software Graph Prism (***p<0,001 e ** p˂ 0.01). 
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4.20 Geração de Espécie Reativas do Oxigênio (ROS) induzida pelo 

mastoparano 

 

O aumento de liberação de espécies reativas do oxigênio (ROS) pode 

desencadear uma cascata de eventos que conduzem a apoptose. A avaliação da 

geração de ROS pode contribuir de forma significativa para a compreensão do 

mecanismo de morte celular proporcionado pelo mastoparano. Para avaliar a 

geração de ROS as células de melanoma murino B16F10-Nex2 foram tratadas com 

165 µM de mastoparano e incubadas por 3 e 6 horas. Após a incubação as células 

B16F10-Nex2 foram coradas com dihidroetídio (DHE) por 30 minutos a 37 °C em 

temperatura ambiente e sua conversão em etídio foram mensuradas em microscopia 

confocal. Após a aquisição das imagens foi possível observar que o mastoparano 

aumentou significativamente a intensidade da fluorescência de etídio de 12% na 

população controle para 44% e para 74,76% na população tratada e incubada por 6 

horas (Figura 39 A e B). 
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Figura 39. Geração de espécies reativas do oxigênio  (ROS) pelo mastoparano em células de 
melanoma murino B16F10-Nex2. (A) Células de melanoma B16F10-Nex2 não tratadas 
(controle negativo) e tratadas com 165 µM de mastoparano por 3 e 6 horas foram 
incubadas com o corante fluorescente DHE (5 µM) para detecção da produção de ânion 
superóxidos. (B) Quantificação da percentagem de células marcadas com DHE. As células 
positivas para a coloração foram visualizadas em microscópio de fluorescência e expressa 
em porcentagem do total de células contadas de células controle e a análise estatística foi 
realizada aplicando o test t de student utilizando o Software Graph Prism (***p<0,001 e ** 
p˂ 0.01). 
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4.21 Efeitos sobre a viabilidade celular em cultura s de B16F10-Nex2 pré-

incubadas com o antioxidante N-acetilcistína (NAC) após tratamento com o 

mastoparano 

 

A liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) pode desencadear uma 

cascata de eventos que conduz a apoptose. A N-acetilcisteína é conhecida como um 

importante agente inibidor da produção de ROS. A avaliação da citotoxicidade do 

mastoparano na presença e ausência de NAC foi mensurada pelo método MTT em 

células de melanoma murino B16F10-Nex2.  Os resultados obtidos após o 

tratamento mostraram que o mastoparano na presença de NAC apresentou menor 

toxicidade quando comparado com o tratamento na ausência do NAC. As células 

pré-tratadas com o NAC apresentaram significativo aumento na IC50 de 165 µM 

NAC- para 295 µM NAC+ (Figura 40). Esses dados mostram que a geração de ROS 

é um importante evento envolvido no processo de morte celular induzidas pelo 

mastoparano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 40. Avaliação da citotoxicidade do mastopara no na presença e ausência de N-

acetilcisteína (NAC). As células de melanoma murino B16F10-Nex2 na densidade de 
104 foram plaqueadas em placas de 96 poços, tratadas com diferentes concentrações do 
mastoparano na presença e ausência de NAC e incubados durante de 24 horas. Os 
dados exibiram que as células tratadas com o mastoparano na presença do antioxidante 
foram mais resistentes aos efeitos citotóxicos. A curva mostra a correlação do efeito 
dose-resposta expressa em média ± DP. 
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4.22 Avaliação da atividade enzimática da caspase 3  após o tratamento com o 

mastoparano 

 

Umas das principais alterações funcionais foram avaliadas em linhagens de 

melanoma murino B16F10-Nex2 após o tratamento com o mastoparano por 

fluorimetria. Neste experimento foi avaliado a atividade da caspase 3, uma 

importante cisteíno proteinase executora, comum as vias intrínseca e extrínseca. A 

atividade enzimática de caspase-3 foi mensurada após o tratamento com 165 µM de 

mastoparano. Após o período de incubação, a análise por fluorimetria indicou que o 

mastoparano foi capaz de aumentar significativamente a atividade da caspase 3 

quando comparado com o controle sem o tratamento (Figura 41).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 41. Avaliação da atividade enzimática da cas pase 3 em culturas de melanoma murino 

B16F10-Nex2 após o tratamento com o mastoparano. As barras do histograma 
indicam o aumento da atividade da caspase 3 após os tratamentos com o mastoparano 
165 µM comparado o controle sem o tratamento determinada por fluorimetria após 6 
horas de tratamento. Os tratamento com o mastoparano foi capaz de aumentar 
significativamente a atividade da caspase 3 e a análise estatística foi realizada aplicando 
o test t de Student utilizando o Software Graph Prism (***p<0,001 e ** p˂ 0.01). 
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4.23 Análise do mecanismo de ação da apoptose via m itocondrial intrínseca  

induzidos pelo tratamento com o mastoparano por Wes tern Blotting 

 

Para entender o mecanismo de ação desencadeado pelo mastoparano 

induzindo apoptose através da via mitocondrial intrínseca em cultura de melanoma 

B16F10-Nex2, foram avaliados os principais mediadores pró e anti-apoptóticos por 

Western blotting. As células B16F10-Nex2 na concentração de 106 foram tratadas 

com 165 µM do mastoparano e incubadas por 3 e 12 horas. Após o período de 

incubação foi possível observar significativas modificações morfológicas que 

caracterizam a apoptose, tais como, retraimento citoplasmático com manutenção da 

integridade de membrana plasmática, condensação nuclear e formação de corpos 

apotóticos (Figura 42). 

A apoptose está associada com a ativação específica através do 

processamento proteolítico das caspases iniciadoras 8, 9 e 12 e da caspase efetora 

3.  Os resultados mostraram que o mastoparano nos tempos de 3 e 12 horas de 

incubação, foi capaz de reduzir as pró-caspases 3, 9 e 12 e aumento nos níveis de  

suas formas clivadas (ativas) (Figura 43 A). Não foi possível detectar o alterações 

nos níveis da pró-caspase 8 ou caspase 8 clivada (dados não mostrados). 

Adicionalmente, foi detectado aumento nos níveis da poli (ADP-ribose) polimerase 

(PARP) clivado, resultante da clivagem específica do PARP pela forma ativa da 

caspase 3. Esses resultados indicam que a morte celular induzida pelo mastoparano 

está associada com a ativação das caspases iniciadoras 9 e 12 e efetora 3 (Figura 

43 B). 

Além da despolarização da membrana mitocondrial e a clivagem da pro-

caspase 9 em sua forma ativa, a via intrínseca da apoptose também envolve a 

perturbação da permeabilidade da membrana mitocondrial, no qual libera 

importantes fatores pró-apoptóticos para o citoplasma e consequentemente, 

desencadeando a ativação da via das caspases. Neste contexto, as proteínas da 

família da Bcl-2 apresentam uma importante regulação no balanço entre os 

membros pró-apoptóticos, anti-apoptóticos e sobrevida celular. Sobre a avaliação da 

expressão da família Bcl-2 em células B16F10 tratadas com o mastoparano, foi 

possível observar que houve significativa redução da expressão do BCL-XL e Bad 

fosforilado. Somando a esses resultados, também ficou evidente que o mastoparano 
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induziu, de maneira tempo dependente, o aumento nos níveis de fatores pró-

apoptóticos tais como o Bim e Bak (Figura 44 A). 

Consistentemente com a despolarização da membrana mitocondrial e a 

modulação de proteínas pró-apoptóticas, foi possível observar significativo aumento 

nos níveis de citocromo c nas células tratadas com o mastoparano. Adicionalmente, 

o tratamento com o mastoparano resultou na significativa diminuição dos níveis e 

PHB-1 e dos canais aniônicos dependente de voltagem (VDAC), no qual pode 

explicar a morfologia anormal das cristas mitocondriais e perda da integridade de 

membrana mitocondrial (Figura 44 A). Sendo assim, ficou evidente que o 

mastoparano exibiu importante efeito na perturbação da permeabilidade 

mitocondrial, liberando fatores pró-apoptóticos para o citoplasma e 

consequentemente, acionamento da via das caspases durante a apoptose (Figura 

44 B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Alterações morfológicas das células B16F 10-Nex2 após 12h de tratamento com o 
mastoparano . As células B16F10-Nex2 foram plaqueadas na concentração de 106 em 
placas de 6 poços, tratadas com 165 µM de mastoparano e incubadas por 12 horas. 
Após a incubação foi possível observar significativas alterações na morfologia celular. As 
células tratadas com o mastoparano exibiram retraimento do citoplasma, formas 
arredondadas, manutenção da integridade da membrana plasmática e a formação de 
corpos apoptóticos. 
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Figura 43. Avaliação dos efeitos apoptóticos do tra tamento das células B16F10-Nex2 com o 
mastoparano sobre os níveis de expressão da via de ativação das caspases. As 
células de B16F10-Nex2 foram plaqueadas na concentração de 106 em placas de 6 
poços, tratadas com 165 µM de mastoparano e incubadas por 3 e 12 horas. Após a 
incubação, os mediadores foram estudados por western blottings para checagem da 
expressão das pró-caspase 3, 9, 12, caspases clivadas 3, 9, 12 e PARP clivado. Todos 
os anticorpos foram diluídos na proporção de 1:1000 e normalizados pela quantificação 
da β-actina. A) Os resultados mostraram redução dos níveis de pró-caspase 3, 9 e 12 e 
consequentemente aumento nos níveis das caspases 3, 9, 12 clivadas e PARP clivado. 
B) Esquema de ativação da sinalização da apoptose caspase dependente. O citocromo c 
pode ser liberado para o citoplasma através da perturbação da permeabilidade da 
membrana mitocondrial. No citoplasma forma o complexo com Apaf-1 e pró-caspase-9, 
que na presença de dATP, cliva e ativa a caspase-9. A ativação da caspase-9 pode 
decompõe e ativa a pró-caspase-3, levando a clivagem da PARP, que por sua vez, não 
irá induzir o reparo de DNA. A consequência da ativação desses eventos é a condução 
da morte celular por apoptose caspase dependente.  
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Figura 44. Avaliação dos efeitos apoptóticos do tra tamento das células B16F10-Nex2 com o 
mastoparano sobre os níveis de expressão da via int rínseca mitocondrial. As 
células de B16F10-Nex2 foram plaqueadas na concentração de 106 em placas de 6 
poços, tratadas com 165 µM de mastoparano e incubadas por 3 e 12 horas. Após a 
incubação, os mediadores foram estudados por western blottings para checagem dos 
níveis do fosfo-Bad (Ser 112), Bcl-XL, Bim, Bak, citocromo c,VDAC e PHB1. Todos os 
anticorpos foram diluídos na proporção de 1:1000 e normalizados pela quantificação da 
β-actina. A) Os resultados mostraram redução dos níveis de fosfo-Bad (Ser 112), VDAC 
e PHB1 e consequentemente aumento nos níveis Bim, Bak e citocromo c. B) Esquema 
de ativação da sinalização da apoptose através da via mitocondrial intrínseca. A geração 
de espécie reativa de oxigênio pode perturbar os poros de transição mitocondrial 
caracterizado pela redução dos níveis de VDAC e PHB1. A perturbação da 
permeabilidade mitocondrial mobiliza o influxo de fosfo-Bad (Ser 112) para a 
mitocondria, reduz a expressão de proteína anti-apoptótica Bcl-XL e aumenta os níveis 
de fatores pró-apoptóticos tais como Bim, Bak e citocromo c, ativando as caspases e 
conduzindo para a apoptose via mitocondrial. 

 

4.24 Avaliação ultraestrutural dos efeitos morfológ icos induzidos pelo 

mastoparano em células B16F10-Nex2 

 

As análises ultraestruturais das células B16F10-Nex2 tratadas com 165 µM 

foram realizadas para correlacionar os efeitos moleculares com as alterações 

morfológicas. Nas células não tratadas as membranas citoplasmáticas apresentaram 
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microvilosidades regulares e polimorfismo celular. Foi possível observar nucléolo 

visível na maioria das secções e numerosas mitocôndrias distribuídas ao longo do 

citoplasma (Figura 45). O Complexo de Golgi está composto em lamelas dispondo 

morfologicamente de cisternas preservadas, localizado na porção cis em relação ao 

núcleo e adjacente com o retículo endoplasmático (RE). O RE apresenta estruturas 

variadas, formadas em longos filamentos, com cisternas planas e portando 

numerosos ribossomos adjacente ao microtúbulo (Figura 46). As mitocôndrias 

apresentam-se de forma pleomórfica com cristas septadas e separadas por 

membrana interna e externa (Figura 47). 

As células B16F10-Nex2 tratadas com o 165 µM de mastoparano 

apresentaram significativas alterações ultraestruturais características da apoptose 

tais como condensação da cromatina, dilatação da membrana nuclear e aumento da 

porosidade do envoltório nuclear, que supostamente ocorre em resposta à liberação 

de endonucleases que permeiam os poros do envelope nuclear, induzindo clivagem 

de substratos nucleares (Figura 48). As análises ultraestruturais das mitocondriais 

das células B16F10-Nex2 tratadas com o mastoparano mostraram que as 

modificações da bioenergética mitocondrial estão relacionadas com as alterações 

ultraestruturais observadas. As mitocôndrias exibem vários graus de condensação 

com deformidades nas cristas e invaginações citoplasmáticas apresentando 

descontinuidade entre a membrana externa. É possível observar algumas 

características associadas à redução do potencial elétrico mitocondrial tais como 

perda da eletrodensidade, aumento de volume e ruptura da membrana externa 

(Figura 48). 
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Figura 45. Fotomicrografia eletrônica das células B 16F10-Nex2 sem tratamento . Nas células não 

tratadas observam-se microvilosidades salientes na superfície celular (setas vermelhas), 
com o núcleo suavemente contornado com a heterocromatina (setas pretas) e presença 
de numerosas mitocôndrias (setas brancas) distribuídas ao longo do citoplasma. 
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Figura 46. Análises ultraestruturais das organelas das células B16F10-Nex2 controle. 

Observam-se diversas vesículas melanocíticas distribuídas amplamente pelo citoplasma 
(setas vermelhas). Diversas organelas, tais como, retículo endoplasmático rugoso (setas 
pretas), complexo de golgi (G) e mitocôndrias (setas brancas) apresentam morfologias 
bem definidas e ausência de modificações estruturais. 
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Figura 47. Análises ultraestruturais das mitocôndri as e reticulo endoplasmático rugoso das 

células B16F10-Nex2 não tratadas com o mastoparano.  A população de mitocôndria 
(M) nas células não tratadas apresentam-se em formas pleomórficas sem modificações 
estruturais. Nota-se que as cristas mitocondriais estão bem delimitadas, sem alterações na 
ultraestrutura da membrana externa ou interna. O lisossomo (L) e retículo endoplasmático 
rugoso (RER) apresentam formas bem definidas e ausência de anomalias estruturais. 
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Figura 48. Análises das ultraestruturas das células  B16F10-Nex2 tratadas com mastoparano. A 
eletromicrografia das células tratadas com mastoparano apresentam características 
morfológicas típicas da apoptose, tais como, perda de integridade de membrana (seta 
preta) e aumento da porosidade do envoltório nuclear (setas brancas). As mitocôndrias 
apresentaram redução de eletrodensidade correspondente à redução do potencial 
elétrico mitocondrial, amento do volume mitocondrial, perda da integridade das cristas 
mitocondriais e ruptura da membrana mitocondrial (setas vermelhas) 

 

4.25 Efeito antitumoral sobre o melanoma cutâneo em anim ais tratados com o 

mastoparano   

 

A inoculação subcutânea das células melanoma murino induz o 

desenvolvimento de um nódulo hipodérmico que se torna palpável em torno de uma 

a duas semanas, sendo facilmente mensurado, evoluindo para um tumor sólido, 

podendo chegar a grandes dimensões. Para avaliar os efeitos terapêuticos 105 

células de melanoma murino B16F10-Nex2 foram injetadas subcutaneamente nos 

flancos direitos dorsais dos camundongos de linhagem C57BL/6. Após os tumores 

atingirem 100 mm3, os animais foram tratados com 5 mg/Kg de mastoparano, pela 

via peritumoral e o volume tumoral foi mensurado até que os animais atingissem o 
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volume máximo de 3000 mm3. Os dados mostraram que o mastoparano foi capaz de 

inibir o crescimento tumoral em 70,29% em comparação aos animais controles 

tratados com solução salina (Figura 49). 

A taxa de sobrevida é um importante parâmetro amplamente utilizado para 

avaliar a eficácia terapêutica antitumoral, uma vez que diversos agentes 

quimioterápicos utilizados na clínica oncológica disponíveis para o melanoma 

apresentam discreto aumento na expectativa de vida do paciente. A taxa de 

sobrevida foi avaliada de acordo com as condições experimentais descritas acima. 

Os resultados mostraram que o tratamento com o mastoparano foi capaz de 

aumentar a taxa de sobrevida dos animais portadores de tumores dorsais em 

28,26% (P<0.007), em comparação ao controle negativo tratado com solução salina 

e ao scramble (Figura 50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Efeito antitumoral sobre o melanoma cutâ neo induzidos em camundongos de 
linhagem C57BL6 após o tratamento com mastoparano. As células de melanoma 
murino B16F10-Nex2, na concentração de 105 células de foram injetadas 
subcutaneamente em camundongos de linhagem C57BL/6. Após os tumores atingirem 
100 mm3, os animais foram tratados com 5 mg/Kg com o mastoparano, pela via 
peritumoral e o volume tumoral foi mensurado até que os animais atingissem o volume 
máximo de 3000 mm3. Os dados mostram que o mastoparano apresentou significativo 
efeito protetor em comparação ao controle negativo tratado com solução salina. Para 
cada experimento foram utilizados 5 animais por grupos e a análise estatística foi 
realizada aplicando utilizando o Software Graph Prism (***p<0,001 e ** p˂ 0.01). 
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Figura 50. Avaliação da taxa de sobrevida dos anima is portadores de melanoma cutâneo 
tratados com o mastoparano . Os animais foram injetados subcutaneamente com 105 
células e tratadas com solução fisiológica ou 5 mg/Kg de mastoparano. Terapia 
peritumoral iniciou após os tumores atingirem 100 mm3 e foi prolongada durante 5 dias. 
Os dados mostraram que o mastoparano proporcionou um aumento na taxa de 
sobrevida em comparação ao controle negativo tratado com solução fisiológica. Para 
cada experimento foram utilizados 5 animais por grupos e a análise estatística foi 
realizada pelo método Kaplan-Meyer (***p<0,001 e ** p˂ 0.01). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

Ao longo dos anos, diversos estudos mostraram uma grande variedade de 

novos compostos candidatos a agentes antitumorais obtidos de várias fontes 

naturais ou sintéticas. Os peptídeos cada vez mais podem se tornar promissores 

candidatos ao desempenho dessas atividades, uma vez que apresentam ações em 

diversos sistemas biológicos celulares. Esses peptídeos podem ser obtidos de 

diversas fontes tais como de toxinas animais, de microrganismos ou até mesmo de 

proteínas endógenas que em determinadas condições fisiológicas podem gerar 

fragmentos menores com ações específicas denominadas como criptídeos 

(LEBRUN; PIMENTA, 2007). 

Trabalhos descritos anteriormente relataram que peptídeos com caráter 

catiônicos, apresentam significativos efeitos antitumorais específicos. A eficácia 

desses efeitos antitumorais pode variar de acordo com a linhagem tumoral. Também 

é possível verificar que alguns peptídeos antitumorais não apresentam os mesmos 

efeitos em linhagens normais. A literatura atribui essa seletiva atividade antitumoral 

a diferenças na composição das membranas das células, na área de superfície e na 

fluidez das bicamadas lipídicas (LEUSCHNER; HANSEL, 2004; MADER et al., 

2005). 

As células tumorais também apresentam modificações no âmbito molecular, 

uma vez que é observado mudanças no grau de glicolisação membrana. O número 

de glicoproteínas presentes na membrana é aumentado devido à ativação das 

glicosiltransferases, que catalisam a biossíntese das glicoproteínas. O aumento da 

expressão destas moléculas aniônicas contribui para que as células tumorais 

apresentem membranas mais eletronegativas quando comparado com as células 

normais (HOSKIN; RAMAOOTHY, 2008). 

Outro trabalho relacionou diversos peptídeos com características catiônicas e 

efeitos antitumorais. Os primeiros peptídeos de origem humana com efeitos 

antitumorais foram os HNP-1 (α-defensina) e LL-37. Os peptídeos BMAP-28 e 

lactoferricina B, obtidos de outras fontes, tais como originados da caseína bovina, 

também apresentaram atividade antitumoral. A melitina é um polipeptídeo catiônico 

composto por 26 resíduos de aminoácidos, originário do veneno de abelhas Apis 
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melífera, cujo seus efeitos sobre células tumorais foram amplamente discutidos pela 

literatura (HOSKIN; RAMAOOTHY, 2008). 

Outros peptídeos como as catelicidinas, cecropinas, defensinas e a magainina 

2 foram citotóxicos em células tumorais de leucemia humana, linfoma, e em células 

tumorais de mama, pulmão, ovário, útero e carcinoma de células  escamosas orais 

(MADER; HOSKIN, 2006). 

Nossos resultados mostraram que o INKKI não apresentou efeito citotóxico 

em linhagens de células não tumorigênicas murinas e humanas (melanócitos murino 

melan-A e queratinócitos humano HaCaT).  Em contrapartida, apresenta significativo 

efeito sobre linhagens tumorais murinas e humanas (melanoma murino B16F10, 

melanoma humano A2058, leucemia de células T JurKat, adenocarcinoma de mama 

humano de linhagens MCF-7 e SKBR-3, e glioblastoma humano U87). Esses dados 

sugerem ação específica nessas linhagens. As linhagens de adenocarcinoma de 

mama humano MDA-MB-231 e carcinoma de células escamosas uterino SiHa, 

apresentaram maior resistência ao tratamento com o INKKI. A resistência ao 

tratamento também é encontrados em diversos quimioterápicos comercialmente 

utilizados na terapia antineoplásica. Esta resistência ocorre ou porque as 

populações celulares desenvolvem nova codificação genética (mutação) ou porque 

são estimuladas a desenvolver tipos celulares resistentes ao ser expostas às 

drogas, o que lhes permite enveredar por vias metabólicas alternativas, através da 

síntese de novas enzimas (ROTTENBERG; BORST, 2012). 

O mastoparano, embora com efetividade distinta, apresentou efeito citotóxico 

tanto em linhagens não tumorigênicas como tumorais.  Esses dados sugerem que os 

peptídeos, mesmo exibindo um importante motivo homólogo, apresentam distintos 

efeitos biológicos. 

Durante a realização dos ensaios de viabilidade celular nas linhagens de 

melanoma murino B16F10-Nex2 foi possível observar que 500 µM do mastoparano 

induziu importantes modificações morfológicas logo nos primeiros tempos de 

incubação. O INKKI, na mesma concentração, apresentou diferente comportamento 

quando comparado com o mastoparano, onde só foi possível determinar as 

diferenças na morfologia após longos períodos de incubação. De acordo com essa 

observação, foi delineado um segundo experimento com o objetivo de avaliar as 
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mudanças morfológicas das células de melanoma murino submetidas a diferentes 

condições de temperatura para cultivo celular.  

Essas diferentes condições de temperatura para o cultivos celular podem 

influenciar na sinalização celular e ou na permeabilidade de membrana. A apoptose 

e a proliferação são um dos exemplos de eventos celulares que depende da 

temperatura para o desencadeamento dos seus efeitos, uma vez que diversos 

mediadores dependem da ação enzimática para a transdução do sinal. 

Consequentemente, a ação de diversas enzimas depende de uma temperatura ideal 

para desempenhar suas funções (MATSUO et al., 2010; CARUSO-NEVES et al., 

2005). 

A permeabilidade de membrana é outro importante evento dependente da 

temperatura. A passagem de substâncias através da membrana celular e das 

paredes dos capilares depende fortemente da difusão, onde o deslocamento destas 

moléculas e íons é dependente de sua energia térmica. Variações na temperatura 

alteram a estrutura das membranas celulares podendo comprometer as atividades 

enzimáticas associadas às membranas e os processos de transporte. O conjunto de 

alterações das propriedades químicas e físicas das membranas resulta, em última 

análise, em mudanças na fluidez (QUINN, 1988). A diminuição da temperatura pode 

comprometer sua flexibilidade, devido a alterações na configuração dos seus 

lipídeos e proteínas, podendo limitar a sua estabilização (QUINN, 1988). Os 

aspectos morfológicos das culturas de melanoma murino B16F10-Nex2 cultivadas a 

4 e 37 °C, sugerem que o mastoparano nas concentraç ões de 500 µM apesentou 

efeito citotóxico em ambas as temperaturas. Esses dados sugerem que o peptídeo 

não depende exclusivamente dos mecanismos de transporte de membrana para 

desencadear seus efeitos biológicos, uma vez que as células apresentaram perda 

de adesão, retraimento do citoplasma e perda de refringência. 

Esses efeitos sobre a membrana celular estão de acordo com o descrito pela 

literatura, onde diversos trabalhos mostraram que os mastoparanos agem sobre a 

membrana formando poros e consequentemente, internalizados. Essa característica 

inclui o mastoparano no grupo de peptídeos chamados de peptídeos penetradores 

de células (CPP – cell penetrated peptide) (De SOUZA; 2006).  

A anfipaticidade caracteriza-se pela tendência que uma sequencia possui 

para formar domínios hidrofílicos e/ou hidrofóbicos bem estruturados, em faces 
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opostas. Os mastoparanos possuiem esses domínios muito bem caracterizados e 

podem causar perturbações nas membranas, levando a um aumento da 

permeabilidade, facilitando a formação de poros, conduzindo a um desequilíbrio dos 

eletrólitos intracelulares e à morte da mesma (PFEIFFER et al., 1995; HIRAI et al., 

1979; YEAMAN; YOUNT, 2003). Matsuzaki et al., (1999) demonstraram que o 

aumento na permeabilidade da célula está relacionado com o fato das membranas 

citoplasmáticas dos mamíferos geralmente serem compostas por fosfolipídios que 

apresentam carga líquida zero, no entanto, em algumas condições fisiopatológicas, 

as cargas das membranas se alteram tornando-as eletronegativas (aniônicas). 

Como os mastoparano são policatiônicos, há uma atração eletrostática entre eles e 

as superfícies carregadas negativamente, facilitando sua inserção na região 

hidrofóbica da membrana. Durante sua inserção, ocorre uma mudança 

conformacional nas intermediações da membrana e os mastoparanos podem adotar 

como orientação o eixo da hélice em paralelo à membrana e/ou com o eixo em 

perpendicular à membrana. Contudo, o exato mecanismo da formação de poros e ou 

ruptura da membrana ainda não está muito bem definido. (HORI et. al., 2001; SATO; 

FEIX, 2006). 

Embora alguns peptídeos apresentem alta homologia entre si, podem 

desencadear diferentes efeitos nos diversos sistemas biológicos. Esses diferentes 

efeitos podem estar correlacionados com a substituição de resíduos de aminoácidos, 

grupos funcionais ou radicais ligados à cadeia peptídica (KOROLEVA; 

MIASOEDOV, 2012). Apesar do peptídeo INKKI apresentar o motivo (KKI) homólogo 

ao mastoparano, ficou claro que esses dois peptídeos apresentaram significativas 

diferenças entre os fenômenos biológicos desencadeados in vitro em linhagens de 

melanoma murino B16F10-Nex2.  

Conforme demonstrado anteriormente, as células tratadas com o INKKI 

apresentaram significativas alterações morfológicas quando comparado ao 

tratamento com o mastoparano. Os dados obtidos da cultura mantidas a 4 °C, 

mostraram que as células tratadas com o INKKI não sofreram mudanças 

morfológicas durante todo o tempo de incubação. Em contraste, as culturas 

mantidas a 37 °C apresentaram significativas altera ções morfológicas já a partir da 

8ª hora de incubação, onde foi possível observar perda da comunicação celular, 

aumento do volume, manutenção de integridade de membrana e núcleo celular 
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íntegro e bem delimitado. Apesar destas alterações, a viabilidade celular foi 

confirmada através do método de exclusão com azul de tripan e mostraram-se 

viáveis, sugerindo uma ação citostática. Esses dados sugerem que a ação desse 

peptídeo necessita de sua internalização ou acoplamento a algum tipo de receptor 

de superfície para o desencadeamento de sua sinalização intercelular, uma vez que 

necessitou da temperatura adequada para desencadear a atividade biológica. 

A literatura traz que a superfície das células tumorais apresentam diversas 

modificações, tais como aumento de microvilosidades na superfície. Essas 

alterações podem aumentar a superfície de contato e facilitar a ligação ou a 

internalização de peptídeos (HOSKIN; RAMAOOTHY, 2008). A localização do 

peptídeo foi avaliada através da microscopia confocal do INKKI marcado com FITC. 

Para visualizar uma possível colocalização com o núcleo, essas células foram 

marcadas com DAPI e após 1 e 24 horas de incubação, as imagens foram 

adquiridas em microscópio confocal. Os dados confirmaram as evidências obtidas 

anteriormente no ensaio da cultura a 4 e 37 °C, ond e foi possível observar que o 

peptídeo é internalizado e amplamente distribuído pelo citoplasma já na primeira 

hora de incubação. Após as 24 hora de incubação é possível observar que as 

células exibiram as mesmas alterações morfológicas apresentadas nos ensaios 

anteriores, que o INKKI também está presente no núcleo e que há uma diminuição 

da fluorescência do peptídeo, sugerindo uma possível degradação após o 

desencadeamento do efeito. 

Os estudos da morfologia e dos fenômenos encontrados após o tratamento 

com o mastoparano e INKKI forneceram importantes evidências quanto aos distintos 

efeitos desencadeados por esses peptídeos. Esses dados preliminares 

proporcionaram os diferentes delineamentos experimentais aplicados aos dois 

peptídeos. Como o mastoparano apresentou alta toxicidade, todos os experimentos 

foram direcionados para o estudo dos possíveis mecanismos de morte celular. Em 

contrapartida, como o INKKI apresentou características citostáticas, os ensaios 

utilizados no estudo desse peptídeo foram direcionados no sentido de avaliar a 

proliferação, adesão e migração celular. 

Após a análise desses resultados e somando com os da literatura, foi possível 

planejar, desenhar e delinear peptídeos análogos com o objetivo de estabelecer uma 

correlação entre a estrutura e a atividade do INKKI. Foram propostas algumas 
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modificações/substituições de aminoácidos nas sequências dos análogos com o 

objetivo de obter dados para propor uma correlação das características bioquímicas 

e biofísicas dos peptídeos com os efeitos encontrados in vitro. Os resultados 

apresentados revelaram que a substituição de dois resíduos de lisina por dois de 

ácido áspartico (INDDI), conferindo assim uma característica eletronegativa ao 

peptídeo, ou a substituição dois resíduos de duas lisinas por alanina (INAAI) 

conferindo assim uma característica apolar não foram capazes de induzirem efeitos 

sobre as culturas de células de melanoma murino B16F10-Nex2. Outra substituição 

manteve as mesmas características catiônicas do peptídeo, contudo, com resíduos 

diferentes, onde os dois resíduos de lisinas foram substituídos por dois de arginina 

(INRRI). Esse análogo também não demonstrou efeito biológico. A substituição do 

resíduo isoleucina (ramificado) por alanina (linear) na porção N-terminal (ANKKI) 

mostrou discreto efeito citostático, porém com menor intensidade ao peptídeo líder 

INKKI, sugerindo que o efeito do peptídeo não está relacionado unicamente com a 

presença das cargas positivas na molécula, mas também com a estrutura do 

aminoácido envolvido, no caso a isoleucina. Outra substituição foi delineada 

pensando em substituir um resíduo alifático por um resíduo aromático na porção C-

terminal (INKKY) onde novamente não se observou efeito o que sugere que a 

presença de aminoácidos ramificados nas extremidades da molécula pode não ser 

importante para seu efeito. Por fim, o último delineamento dos análogos 

simplesmente embaralhou as sequências (Scramble) (NKKII) com o objetivo de 

verificar se a possível conformação espacial poderia influenciar na atividade 

antitumoral do INKKI e também não apresentou efeitos biológicos.  

Os dados mostrados sugerem que a atividade antitumoral desses peptídeos 

não esteja correlacionada somente com uma única característica, ou seja, é 

dependente somente da carga ou depende somente conformação espacial. Os 

efeitos biológicos dependem de um conjunto de características para o seu 

desencadeamento (DO, et al., 2014; TORFOSS, et al., 2012). A avaliação da 

citotoxicidade dos análogos ao peptídeo INKKI pelo método do MTT, mostrou que 

somente o peptídeo ANKKI apresentou atividade citostática, porém, não foi possível 

determinar a IC50. Os demais peptídeos não apresentaram efeitos citotóxicos. Esses 

dados sugerem que somente a característica catiônica não foi suficiente para 

desempenhar a atividade antitumoral, pois, aqueles peptídeos que apresentaram 
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substituições, contudo, mantiveram as mesmas características catiônicas, não 

desempenharam as atividades citotóxicas em células de B16F10. Outra forte 

evidência está relacionada com o Scramble (NKKII), pois, o fato de embaralhar a 

sequência, foi suficiente para que esse análogo não desencadeasse seus efeitos 

antitumorais, mesmo mantendo as mesmas características bioquímicas. Esses 

dados são prévios e necessitam ser confirmados. 

Os resultados obtidos da citotoxicidade indicaram que o INKKI apresentou 

significativo e seletivo efeito sobre as linhagens tumorais. Conforme descrito 

anteriormente, foi possível observar que após o tratamento, as células tratadas não 

apresentavam características de toxicidade. Ao obsevar a morfologia não foi 

possível constatar células no sobrenadante, células em processo de injúria ou 

mesmo debri celular. Esses aspectos fizeram com que fosse proposta uma possível 

ação sobre crescimento e proliferação celular. Sendo assim, os delineamentos 

experimentais foram direcionados para avaliar a ação do INKKI e Scramble sobre a 

proliferação, invasão, migração, adesão e ciclo celular em células de melanoma 

B16F10-Nex2.  

Uma das primeiras e principais características das células tumorais é a perda 

do controle sobre a proliferação celular. A capacidade de proliferação das células 

tumorais é mais acelerada do que as células normais (BOCKSTAELE, et al., 2006). 

Como os dados anteriores sugeriram uma possível correlação da ação do INKKI 

com a velocidade de crescimento celular, inicialmente foram avaliados os efeitos 

antiproliferativos do INKKI e Scramble sobre as células tumorais B16F10-Nex2. A 

cinética de crescimento foi acompanhada durante 72 horas após o tratamento e a 

contagem do número total de células mostra que houve inibição significativa da 

proliferação celular. 

Após a obtenção dos dados da cinética de crescimento, onde ficou 

caracterizado que o peptídeo foi capaz de reduzir a proliferação, o próximo passo foi 

analisar os efeitos dos peptídeos sobre a progressão do ciclo celular.  O controle do 

ciclo celular compreende a uma série de mecanismos coordenados que controlam a 

replicação do DNA e divisão celular (Sheppard; McArthur, 2013). Os dados 

mostraram que o INKKI foi capaz de reduzir significantemente a proliferação das 

células B16F10-Nex2 conforme demonstrado pela diminuição da porcentagem de 

células na fase S e aumento das células em G0/G1. 
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A transição entre as fases do ciclo celular é controlada através da mudança 

na atividade específica das ciclinas dependentes de cinases (CDKs). Para avaliar os 

possíveis mediadores envolvidos com a atividade antiproliferativa, foi padronizada a 

análise por Western blotting, uma vez que os efeitos da inibição do INKKI sugerem a 

ação sobre algumas proteínas envolvidas na transição das fases G0/G1 para S do 

ciclo celular. 

O primeiro complexo formado com a finalidade de fosforilar a proteína Rb e 

dar início ao processo de progressão do ciclo celular são constituídos pelas ciclina 

D1 e D3/ complexadas com suas respectivas cinases dependentes de ciclina 4/6 

(CDK4/CDK6) (LI et al., 2006; MASAMHA; BENBROOK, 2009; VAN RIGGELEN; 

FELSHER, 2010).  

O tratamento com INKKI inibiu a expressão da proteína ciclina D1, e 

apresentou uma discreta inibição da expressão da cilina D3. A inibição da expressão 

da ciclina D1, consequentemente impedirá sua complexação com as CDK4/CDK6 

(LI et al., 2006), que por sua vez, não permitirá que ocorra a fosforilação da proteína 

Rb (CARNERO, 2002; NEGANOVA et al., 2008). Consequentemente a célula para 

em G0/G1 e impede que o ciclo progrida para a fase S (LI et al., 2006).  

A partir dos dados obtidos da análise da expressão das ciclinas, os próximos 

mediadores analisados foram aqueles upstream da via de sinalização da MAPK/Erk 

1-2. A primeira proteína analisada foi a β-catenina citoplasmática. Essa proteína 

pode ser considerada um dos elementos reguladores da proliferação e invasão de 

células epiteliais. Quando há β-catenina livre no citoplasma, esta molécula transloca 

para o núcleo, onde ativa os fatores de transcrição da família de LEF/Tcf, induzindo 

a transcrição de genes que controlam o ciclo celular (Myc e ciclina D1), ou ainda, a 

transcrição de enzimas proteolíticas como as metaloproteinases (TSUI et al., 2012).  

A  β-catenina também exerce papel no controle da proliferação, apoptose e 

também está aumentada em alguns tipos de câncer (TSUI  et al., 2012).  Dados 

recentes mostraram que moléculas de adesão suprime o crescimento de células de 

carcinoma de cólon por inibir a via de sinalização β-catenina/Wnt (SYED, et al., 

2011). Nossos resultados corroboram com os dados obtidos pela literatura, onde foi 

possível verificar que o INKKI foi capaz de reduzir os níveis de expressão da β-

catenina em células tumorias, proporcionando parada do ciclo celular em G0/G1.  
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As cascatas de MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) são vias 

relacionadas a diversos fenômenos celulares através de eventos de fosforilação. 

Elas estão presentes em todos os eucariotos e controlam processos como a 

proliferação, expressão gênica, diferenciação e apoptose (CANO; MAHADEVAN, 

1995; COHEN, 1997). Esse tipo de cascata é formado, basicamente, por uma 

proteína G ligada à membrana e, no citoplasma, conduzindo para uma sinalização 

downstreans e consequentemente proliferação (CANO; MAHADEVAN, 1995; 

COHEN, 1997).  

A família da MAPK pode ser subdividida em quatro subgrupos tais como a 

ERK, ativada principalmente por estímulos mitogênicos, a p38 e JNK (c-Jun N-

terminus Kinase), ativadas principalmente por estímulos de stress e citocinas 

inflamatórias (RINCON et al., 2000; KYRIAKIS; AVRUCH, 2012) e ERK5, ativada por 

EGF (Epidermal Growth Factor) e NGF (Neuronal Growth Factor), stress osmótico e 

oxidativo (SCHAEFFER; WEBER, 1999; KYRIAKIS; AVRUCH, 2012). 

Trabalhos anteriores mostraram que a ativação da ERK está correlacionada 

com a progressão maligna de carcinomas (LICATO et al., 1997). Também foi 

observado um aumento da atividade da ERK em diversos tipos de tumores 

humanos, tais como de rim, mama, pâncreas, cólon, pulmão e ovário. A cascata 

Raf/MEK/ERK, assim como a da PI3K, é uma das efetoras da atividade oncogênica 

da Ras (STOKOE et al, 1994; RODRIGUEZ-VICIANA et al, 1997; TOLKACHEVA; 

CHAN, 2000), embora o Ras possa ter efeito oncogênico independentemente da 

ativação da Raf (SHIELDS et al, 2000). Em células de tumores, a via da ERK se 

encontra usualmente ativada. Um fator envolvido na invasividade dos tumores é o 

gene do ativador da uroquinaseplasminogênio (uPA), cuja síntese é aumentada pela 

ativação de ERK (SIMON et al, 1996). A progelatinase B, outra proteína 

correlacionada com invasão tumoral, também pode ser positivamente regulada pela 

ERK (REDDY  et al, 1999). Os diversos fatores de transcrição ativados pela ERK 

estão diretamente ligados à proliferação e crescimento celular, por exemplo, através 

do aumento da expressão de ciclinas, reguladores positivos do ciclo celular (LIU et 

al, 1996; GILLE; DOWNWARD, 1999). Assim, existe um uso potencial destas vias 

como alvos de terapias para o tratamento de cânceres, através do desenvolvimento 

de inibidores específicos (SEBOLT-LEOPOLD, 2000). Interessantemente, nossos 

dados mostraram que o INKKI foi capaz de inibir a expressão de ERK1/2 e fosfo-c-
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Raf (Ser338) o que está de acordo com resultados anteriores, onde o houve uma 

parada na fase G0/G1 do ciclo. 

Outra importante proteína envolvida na sinalização que conduz a progressão 

e a parada do ciclo celular é o NFк-B. O NFк-B é um fator de transcrição, descoberto 

em 1986, que pode ser induzido por uma variedade de sinais como citocinas, fatores 

de crescimento, tirosina kinases, Ras/MAPK e pAkt (CARLSEN et al., 2004). O 

aumento da expressão de membros da família do receptor do fator de crescimento 

epitelial, receptor do fator de insulina, receptor do fator de necrose tumoral também 

podem ser responsáveis pela ativação do NFк-B. A sua capacidade de realizar a 

transcrição genética só é possível quando localizado no núcleo celular. No citosol 

ele é incapaz de regular a transcrição. Nossos resultados mostraram que o INKKI foi 

capaz de reduzir discretamente a expressão da NFк-B, correlacionando assim, a 

cascata de sinalização descrita anteriormente. 

A via p38 MAPK pode ser ativada em resposta a diversos estímulos tais como 

citocinas inflamatórias, patógenos e estresse ambiental. A proteína p38 é altamente 

conservada e considerada essencial na regulação da sobrevivência celular, 

diferenciação e apoptose. (PARK et al., 2011). A via da p38 é ativada em resposta a 

estresse celular e envolve sinais que suprimem a proliferação, através da modulação 

das proteínas p53 e p73 ou promovem a apoptose, sendo assim referida com uma 

importante sinalizadora de supressão tumoral (MUTHUSAMY; PIVA, 2010). Em 

câncer de pele, existem fortes indícios que corroboram o papel supressor tumoral de 

p38, e os quimioterápicos mais utilizados clinicamente apresentam efeito 

antiproliferativo em células de melanoma mediado por ativação de p38 (LOPEZ-

BERGAMI, 2011). Corroborando com a literatura, os dados mostraram que o INKKI 

aumentou significativamente a expressão de fosfo p38 em células de melanoma 

murinho B16F10-Nex2. 

Os resultados obtidos da cinética de crescimento celular proporcionaram os 

próximos delineamentos in vitro correlacionados com a migração, adesão e invasão 

celular. A invasão de células tumorais aos tecidos adjacentes é um processo comum 

na progressão tumoral e os primeiros passos para a indução de metástase. A 

migração celular, através da polimerização da actina, é um dos primeiros eventos 

necessários para que sejam desencadeados os efeitos invasivos das células 

tumorais. No processo de invasão celular as células tumorais migram para o 
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compartimento estromal, onde tem livre acesso aos vasos sanguíneos e linfáticos 

(VIGNJEVIC; MONTAGNAC, 2008). 

Ao penetrar nas paredes dos vasos (processo chamado de intravasão) estas 

células são carregadas pelo sistema circulatório para locais distantes. Ao ficarem 

presas a capilares as células tumorais escapam e penetram no tecido circundante, 

um fenômeno chamado de extravasamento, que pode ocorrer de diferentes 

maneiras (através da proliferação dentro do lúmen do vaso ou forçando 

mecanicamente as células do endotélio, possivelmente degradando-o, num 

processo similar à diapedese) (VIGNJEVIC; MONTAGNAC, 2008). 

Os ensaios de invasão e migração fornecem importantes evidências das 

possíveis atividades antitumorais apresentadas pelos compostos candidatos a 

agentes antitumorais. Essas informações auxiliam no planejamento de futuros 

delineamentos experimentais in vivo. Apesar de não evidenciar um mecanismo 

específico de ação, esse ensaio é importante etapa para obtenção do sucesso em 

descobertas de novas drogas. Interessantemente o INKKI apresentou um 

significativo efeito inibitório da invasão e migração em células tumorais. 

O principal mecanismo de invasão e migração em células está correlacionado 

com os níveis de expressão de importantes mediadores celulares. A família de FAK 

(cinase de adesão focal) apresenta um importante papel durante a execução desses 

eventos celulares. Essa tirosina cinase citoplasmática é amplamente expressa e 

composta por diferentes domínios, o que permite sua participação em diferentes vias 

de sinalização, envolvendo receptores de fatores de crescimento e moléculas que 

participam da via das integrinas. Também podem regular a dinâmica dos complexos 

presentes nas adesões focais, influenciam no movimento celular remodelando o 

citoesqueleto seu tunover de adesão focal, exercendo o efeito sobre a proliferação 

celular por regular a progressão no ciclo celular da fases G1 para S, aumentando a 

expressão de ciclina D1 (REA et al., 2013; KALLERGI et al., 2007; DERAMAUDT et 

al., 2011).  

Sequência de eventos inter e intracelulares resultam na auto-fosforilação na 

tirosina 397 de FAK. A fosforilação nesse sítio, além de aumentar a unidade 

catalítica, também desempenha um importante papel na fosforilação de proteínas 

associadas ao complexo focal. A fosforilação na tirosina 397 também gera um sítio 

de alta afinidade que reconhece o domínio SH2 da família das Src quinases e leva 
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ao recrutamento e ativação de Src através da formação de um complexo de duas 

cinases (FAK-Src). A ativação desse complexo desempenha um papel central para a 

regulação das vias que controlam o processo de metástases, migração e sobrevida 

celular (DERAMAUDT et al., 2011). 

A fosforilação da tirosina 925 é outro importante evento celular que está 

correlacionado com a migração celular através da alteração da dinâmica de FAK 

para FAs (adesão focal). O aumento no turnover de FAK para FAs contribui para a 

estabilização do Fas. Essa diminuição de FAK pode alterar o recrutamento de 

cruciais efetores dos FAs para desmontarem o FA. Trabalhos anteriores mostraram 

que a redução nos níveis das fosforilações das tirosinas 397 e 925 está 

correlacionada com a diminuição da migração celular. Nossos dados sugerem que a 

redução da migração e invasão induzidas pelo tratamento com o peptídeo INKKI 

está diretamente correlacionada com a via de sinalização das cinases de adesão 

focal, uma vez que as células apresentaram significativa redução nos níveis de fosfo 

FAK 397 e 925, Src, Src fosforilada no sítio 416 (DERAMAUDT et al., 2011; JOBIN 

et al., 2012; JIANFEI et al., 2006). 

Nos tecidos, quando há interação entre células e formação das junções 

aderentes, mediados por E-caderinas, as moléculas de β-catenina são recrutadas 

para a região submembranar.  Direciona-se assim o pool citoplasmático de  β-

catenina para uma função associada à organização do citoesqueleto.  As células 

então parariam de proliferar. Há formas alternativas de controlar-se o pool 

citoplasmático de β-catenina, como por exemplo, estimulando-se sua degradação 

(SYED, et al., 2011). 

Uma das vias de degradação da β-catenina está diretamente correlacionada 

com os níveis de fosfo GSK3β (S9). O peptídeo INKKI induziu significativa redução 

da expressão da fosfo GSK3β (S9) e β-catenina. Esses dados sugerem uma estreita 

correlação entre o desbalanceamento nos níveis dessas proteínas com os 

resultados da migração, invasão e análise do ciclo celular. A redução nos níveis de 

fosfo GSK3β (S9) sugere que a  β-catenina esteja sendo fosforilada, sofrendo 

ubiquitinação, sendo degradada pelo proteossomo, impedindo que seja translocada 

para o núcleo celular e induzindo parada no ciclo celular (JOBIN, et al., 2012). Além 

de impedir a expressão de fatores de transcrição, com sua degradação, a β-catenina 
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deixa de ser recrutada para a região submembranar inibindo a transdução do sinal 

para as moléculas de adesão (SYED, et al., 2011).  

Para as células tumorais invadirem os tecidos adjacentes e formarem 

metástases à distância, elas devem ter a habilidade de formar interações transientes 

ora com as proteínas da matriz extracelular, ora com as outras células, como células 

do estroma, células endoteliais e plaquetas. Entre as moléculas de adesão célula-

célula alteradas estão as caderinas e as CAMs (moléculas de adesão celular), 

proteínas pertencentes à superfamília das imunoglobulinas; entre as moléculas que 

regulam as interações entre células e a matriz extracelular estão as integrinas 

(PAREDES et al., 2012). 

As caderinas são moléculas de adesão dependentes de Ca2+ que mediam à 

interação homotípica célula-célula, inicialmente identificadas nas junções aderentes. 

As caderinas são uma superfamília de pelo menos 30 diferentes moléculas, cuja 

expressão é controlada (PAREDES, et al., 2012).  

A perda funcional de E-caderina também está associada ao desenvolvimento 

de melanomas. Melanócitos encontram-se frequentemente na camada basal da 

epiderme, onde interage com queratinócitos, formando a chamada unidade de 

pigmentação da pele.  A perda de expressão de E-caderina parece ser um passo 

crítico na progressão de melanomas, permitindo que as células tumorais sejam 

liberadas da epiderme e invadam a derme. Ao deixar de expressar E-caderina, as 

células de melanoma passam a expressar altos níveis de N-caderina, 

potencializando as interações com fibroblastos e células endoteliais que também 

expressam N-caderina. Esta mudança no padrão de expressão de caderinas ocorre 

durante a progressão tumoral e já foi documentada in vitro e in vivo e foi confirmado 

com a redução dos níveis de N-caderina após o tratamento com o INKKI (PAREDES 

et al., 2012). 

Os dados obtidos no ensaio de adesão mostraram que o INKKI apresentou 

diferentes resultados de acordo com o substrato utilizado. Interessantemente, o 

resultado mais expressivo foi obtido quando as células utilizaram o Matrigel como 

substrato, simulando o ambiente de matriz extracelular. O INKKI exibiu uma redução 

de 50% no número de células aderentes, em comparação ao controle negativo 

tratados com o veículo utilizado para diluir os peptídeos. No monolayer celular e na 

superfície de poliestireno da placa, o INKKI apresentou uma redução de 43% e 40%, 
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respectivamente, em comparação ao controle negativo. Esses dados sugerem uma 

possível correlação da atividade antitumoral com as famílias de proteínas 

envolvidas, uma vez que a capacidade de migração pela matriz extracelular é 

mediada por moléculas da superfamília das integrinas. Esses dados estão 

completamente de acordo com os experimentos anteriores, onde foi possível 

verificar que o INKKI também inibiu a invasão e migração celular e reduziu os níveis 

de expressão da N-caderina (PAREDES et al., 2012). 

O modelo in vivo representa um importe passo para obtenção de prova de 

conceito com o objetivo de confirmar a atividade anticâncer observada em cultura de 

células, superando as limitações dos modelos in vitro. Todos os dados obtidos in 

vitro, trouxeram importantes evidências da atividade antitumoral do INKKI. Essas 

informações proporcionaram o planejamento dos experimentos in vivo, onde foram 

avaliados diferentes parâmetros. O primeiro correlacionou com a atividade 

antimetastáticas induzidos em camundongos de linhagem C57BL6. O segundo 

correlacionou com o crescimento dos tumores dorsais e taxa de sobrevidas dos 

camundongos de linhagem C57BL6 tratados com o INKKI. Por fim, foi delineado 

modelo em animais imunodeficientes de linhagen NOD/SCID/γc
null com objetivo de 

avaliar o efeito direto do peptídeo ou se esse efeito é dependente da ativação do 

sistema imunológico.  

Um dos modelos mais utilizados em estudos de atividade antitumoral é o 

melanoma murino, onde é composto por neoplasia altamente maligna, que tem 

origem no melanoblasto da pele e apresenta boa similaridade com a neoplasia 

humana (VAN DYKE; JACKS, 2002). Este modelo permite o desenvolvimento e a 

avaliação de novas drogas e procedimentos terapêuticos (TIETZE; CHIN, 2000). A 

inoculação subcutânea deste tumor induz o desenvolvimento de um nódulo 

hipodérmico que se torna palpável em torno de uma a duas semanas, sendo 

facilmente mensurado. Esse nódulo evolui para um tumor sólido, podendo chegar a 

grandes dimensões. 

As células de melanoma murino B16F10-Nex2 constituem uma ferramenta 

experimental muito utilizada para o estudo do melanoma, cujo crescimento se dá 

tanto in vitro como in vivo, sendo desenvolvido em camundongos C57BL/6. Esta 

linhagem foi estabelecida por Fidler (1973) oriunda de melanoma de ocorrência 

natural em camundongos C57BL/6 que por meio de seleção progressiva, obteve o 
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isolamento de variantes com diferentes graus de potencial metastático. Tais células 

quando inoculadas por via subcutânea apresentam a capacidade de multiplicação 

neoplásica sem propiciar o desenvolvimento de metástase, enquanto que quando 

inoculadas via endovenosa desenvolvem nidação em parênquima pulmonar 

formando nódulos macroscópicos na superfície dos pulmões passíveis de serem 

quantificados (PETER et al., 2001; NAKAMURA et al., 2002; ZHAO et al.,2001). 

O melanoma metastático também representa um modelo muito empregado no 

estudo de compostos candidatos a agentes tumorais. Nossos resultados mostraram 

que o INKKI foi capaz de apresentara significativo efeito antitumoral sobre o 

melanoma metastático, reduzindo a quantidade de nódulos apresentados nos 

pulmões de camundongo C57BL/6. Similarmente, o INKKI apresentou o mesmo 

efeito antitumoral nos tumores dorsais dos camundongos C57BL/6.  

Após o INKKI mostrar significativa atividade antitumoral in vivo, foi 

questionado o possível envolvimento do sistema imunológico no desencadeamento 

do efeito protetor in vivo. Para avaliar o possível envolvimento do INKKI com o 

sistema imunológico, foi delineado o modelo utilizando animais imunodeprimidos de 

linhagens NOD/SCID/γc
null. Esses animais apresentam órgãos linfoides com um 

décimo do seu tamanho normal. Timo, linfonodos e o baço estão completamente 

destituídos de linfócitos, são totalmente deficientes de linfócitos T e B e suas células 

esplênicas não respondem a estímulos de mitose para células B ou T, por esta 

razão, não rejeitam transplantes (FOSTER et al., 1983). Sendo assim, esse modelo 

apresenta-se como uma importante ferramenta de estudo para avaliação do efeito 

direto do composto candidato a agente antitumoral. Interessantemente, os 

resultados mostraram que o INKKI não foi capaz de apresentar o efeito protetor 

antimetastático. Esses dados sugerem que o INKKI depende da ativação do sistema 

imunológico para desencadear seu efeito protetor in vivo.  

Paralelamente aos delineamentos experimentais empregados na avaliação da 

atividade citostática do INKKI, foram propostos os estudos sobre as vias de morte 

celular induzida pelo tratamento com o mastoparano. A literatura aponta que esse 

peptídeo pode desencadear diversos efeitos biológicos em distintas linhagens de 

células (ROCHA, 2010; ARMSTRONG 2006; YAMADA et al., 2005). A efetividade do 

mastoparano e o tipo de efeito dependem diretamente de sua concentração durante 

os tratamentos. A concentração do peptídeo na superfície da membrana também 
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contribui para a suscetibilidade, uma vez que ao atingir um razão limite entre a 

concentração de peptídeo e lipídio (P/L), acaba provocando sua imersão na 

membrana plasmática (DEBER; LI, 1995). Após o estabelecimento da correlação 

dose resposta com o mastoparano em linhagens de melanoma murino B16F10-

Nex2, os ensaios para o estudo dos efeitos pró-apoptóticos foram padronizados 

utilizando a IC50 de 165 µM.   

O exato mecanismo de citotoxicidade induzido pelo mastoparano em células 

de melanoma não está bem estabelecido pela literatura. Em outras células tumorais, 

alguns trabalhos relataram que o mastoparano pode desencadear o efeito pró-

apoptótico (ROCHA, 2010; ARMSTRONG 2006; YAMADA et al., 2005). Nossos 

resultados mostraram que o mastoparan foi capaz de induzir citotoxicidade em 

linhagens de melanoma com significativas mudanças morfológicas características de 

apoptose, tais como perda de refringência, retração citoplasmática e formação de 

corpos apoptóticos (KROEMER, 2002). 

 A morte celular representa um processo altamente heterogêneo que pode 

seguir através da ativação de distintas cascatas bioquímicas. Os critérios 

morfológicos nem sempre são os mais precisos ou suficientes para a diferenciação 

do processo de indução de morte celular. Para complementar a caracterização do 

tipo de morte celular, foi padronizado o ensaio que marca um importante evento 

bioquímico correlacionado com a externalização da fosfatidilserina. Conforme a 

literatura relata, os resultados obtidos pelo teste de Anexina V/PI apresentam uma 

boa correlação com os achados morfológicos. Desta forma, a quantificação desse 

evento permitiu sugerir que o mastoparano induziu o aumento da permeabilidade da 

membrana plasmática, demonstrando que o principal evento envolvido no efeito 

desencadeado pelo peptídeo está correlacionado com a apoptose (KROEMER, 

2002). 

A apoptose é um evento de morte celular ativo controlado por uma rede de 

genes. Esse processo é essencial durante o desenvolvimento, bem como exibe um 

importante papel ligado a doenças patogênicas incluindo o câncer. Esse evento é 

caracterizado pela condensação nuclear e fragmentação cromossomal do DNA sem 

induzir reação inflamatória (FRIEDLANDER, 2003; KERR et al., 1972).    

A degradação do DNA durante a apoptose inicialmente é regulada pela 

formação de fragmentos com tamanho que varia de 50 a 300 Kilobases (Kb) 



 

120 
 

(OBERHAMMER et al., 1993; WALKER et al., 1999). As endonucleases atacam as 

regiões de ligação entre a dupla fita de DNA, onde ocorrem às clivagens 

internucleossomal, que resulta na formação de fragmentos de 180 a 200 pares de 

base e seus múltiplos. Na eletroforese em gel de agarose, corada com brometo de 

etídio, estes fragmentos apresentam um padrão de bandas característico quando 

visualizados em luz UV (OBERHAMMER et al., 1993).  

Em contraste, os eventos de clivagem do DNA durante a necrose são 

randômicos e mostram degradação das histonas, produzindo uma mancha difusa na 

eletroforese de DNA. Os fragmentos de DNA necrótico são maiores, e 

significantemente em menor número do que os fragmentos do DNA apoptóticos 

(ALLEN et al., 1997). Os dados mostraram que o mastoparano foi capaz de formar 

bandas com padrões característicos de apoptose, corroborando com os dados 

morfológicos e bioquímicos. 

Além da formação de bandas de degradação de DNA característica de 

apoptose, o mastoparano induziu significativamente a condensação da cromatina. 

Esses aspectos morfológicos do núcleo complementam as informações para a 

caracterização da morte por apoptose. Assim, os mecanismos envolvidos na morte 

celular caracterizados pelos critérios morfológicos baseados nas análises da 

condensação da cromatina marcadas com DAPI e analisadas por microscopia de 

fluorescência, sugerem que o principal efeito do tratamento com o mastoparano é 

característico de apoptose (ROGALIŃSKA, 2002). 

Após a obtenção de dados que demostraram a ação pró-apoptótica do 

mastoparano sobre a linhagem de melanoma murino B16F10-Nex2, a próxima etapa 

foi definir e estudar a sinalização celular através da avaliação da cascata de ativação 

das caspases e outros mediadores correlacionados com a indução da apoptose.  A 

morte celular por apoptose pode ocorrer por duas distintas vias, no qual a primeira 

inclui a ativação pelos ligantes e seus respectivos receptores na superfície celular. A 

segunda via é caracterizada pela ativação da via de morte através da mitocôndria 

(ARMSTRONG, 2006). Para o desencadeamento dos eventos apoptóticos, é 

necessário que haja à participação de cisteínos proteases. Essas enzimas podem 

ser dividas em iniciadores, caspase-8, -9 e -12 e executoras, caspase-3, -6 e -7. 

Essas caspases são responsáveis pelas alterações morfológicas no núcleo e 

citoplasma, devido à clivagem de proteínas como laminina nuclear e a actina 
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(MASHIMA et al., 1999). A análise das principais caspases envolvidas no processo 

de morte induzidos pelo mastoparano, mostrou significativo aumento nos níveis das 

formas ativas das caspases iniciadoras 9 e 12. Consequentemente, aumentou os 

níveis da caspase efetora 3, que por sua vez cliva o PARP em sua forma ativa. As 

somatórias de todas essas informações mostram que a apoptose induzida pelo 

mastoparano é caspase dependente. 

A via mitocondrial intrínseca desempenha um importe papel durante o 

processo de morte por apoptose. Diversos trabalhos mostram que a mitocôndria 

pode ser considerada como um importante alvo para o planejamento e 

desenvolvimento de novos compostos para a terapia antitumoral (ARMSTRONG, 

2006). Diferentes modelos têm sido propostos para explicar como as mitocôndrias 

liberam os fatores apoptogênicos. A redução do potencial de membrana mitocondrial 

(∆mΨ) é um importante evento que contribui para esclarecer do possível 

envolvimento da mitocôndria durante o processo de apoptose (KROEMER, 2002; 

ARMSTRONG, 2006). A análise morfométrica das mitocôndrias das células de 

melanoma murino e a avaliação do potencial elétrico indicaram que o tratamento 

com o mastoparano induziu apoptose com efetiva participação da mitocôndria. A 

análise das imagens adquiridas através da microscopia de transmissão mostraram 

que o mastoparano foi capaz de causar significativas mudanças morfológicas, 

caracterizadas pela perda das cristas mitocondriais, aumento do volume 

mitocondrial, redução da eletrodensidade e perda da integridade de membrana. 

Esses dados estão relacionadas com a inibição da função mitocondrial, abertura e 

remodelação das cristas mitocondriais, após estímulos apoptóticos, que culminam 

na liberação do citocromo c, AIF, HTrA2/Omi, endonuclease G, OPA1 e o 

Smac/Diablo (van GURP et al., 2003). Esses resultados foram confirmados pelo 

estudo das proteínas de integridade de membrana mitocondrial PHB1 e poro de 

transição mitocondrial VDAC (MERKWIRTH et al, 2008; SCHLEICHER et al, 2008). 

O tratamento com o mastoparano mostrou significativa redução nos níveis dessas 

proteínas, confirmando assim, a participação da mitocondria na transdução do sinal 

através da perturbação do poro de transição mitocondrial e desencadeando o efeito 

pró-apoptotico (ARMSTRONG, 2006). 

A hiperpolarização da membrana mitocondrial é considerada um evento 

precoce durante o processo de morte celular por apoptose, seguida posteriormente 
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da perda do potencial de membrana mitocondrial (KROEMER, et al., 2007; NAGY et 

al., 2003; ZOROV et al., 2006). A hiperpolarização da membrana mitocondrial pode 

resultar em um estado mais reduzido de transportadores de elétrons responsáveis 

pela transferência de um único elétron ao oxigênio para produzir principalmente o 

radical ânion superóxido (ZOROV et al., 2006). Esse radical é um precursor das 

maiorias dos demais ROS, também envolvidos na propagação das reações da 

cadeia oxidativa (TURRENS, 2003). A geração de espécie reativa de oxigênio 

gerada por esse colapso elétrico mitocondrial traz drásticas consequências para as 

células tumorais. Dados da literatura mostram que a geração das espécies reativas 

de oxigênio tornam as células tumorais mais sensíveis, podendo conduzir a morte 

celular (KARDEH, et al., 2014; IVANOVA, et al., 2013). Interessantemente, nossos 

dados mostraram que o mastoparano é capaz de modular a geração de espécie 

reativas de oxigênio e que esse fenômeno desempenha um importante papel na 

indução da morte celular, uma vez que as células pré-incubadas com o antioxidante 

N-acetil cisteína, apresentaram maior resistência ao peptídeo.  

Interessantemente, mastoparan foi capaz de proporcionar o colapso do 

potencial de membrana mitocondrial mensurado com o corante fluorescente lipofílico 

TMRE através da despolarização do potencial de membrana mitocondrial a partir da 

1 hora de incubação. A permeabilização mitocondrial, bem como o escape de 

proteínas normalmente confinadas a mitocôndria, pode aumentar a liberação de 

ROS e determinar as características catabólicas da morte celular (FULDA; 

KROEMER, 2011; ARMSTRONG, 2006). 

Os poros formados na membrana mitocondrial interna podem ser 

desencadeados por diversos fatores incluindo alteração da concentração iônica 

celular (SOKOLOVE; KINNALLY, 1996; BELIZÁRIO et al, 2007). Outro importante 

fator está correlacionado com a sobrecarga de Ca2
+ que pode levar à formação de 

edema mitocondrial e à liberação de proteínas mitocondriais através do aumento da 

permeabilidade da membrana externa (GU et al., 2011). Este evento, é responsável 

pela translocação do citocromo c para o citoplasma, promovendo à formação de um 

complexo chamado apoptossomo, que em conjunto com a proteína adaptadora 

citoplasmática Apaf-1 e o ATP, induzem a auto-clivagem da pró-caspase-9, ativando 

a forma ativa da caspase-3. O mastoparan foi capaz de aumentar os níveis dessas 

proteínas como o citocromo c (Raf, 1998), que uma vez no citoplasma, ativa a pró-
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caspase-9, posteriormente a caspase-3, que a cliva o PARP em PARP clivado, 

desencadeando toda a cascata de eventos que conduzirá a apoptose, condensação 

e fragmentação do DNA e produção de corpos apoptóticos (CASCIOLA-ROSEN et 

al, 1996; DALLA LIBERA et al, 1999; HILDER et al, 2005; MANCINI et al, 1998). 

As vias que levam à ativação das caspases variam de acordo com o estímulo 

apoptótico, que podem direcionar as células a distintas ações após o estímulo de 

morte. A família da proteína Bcl-2, incluindo a Bcl-2 e Bcl-XL, controla e direciona os 

sinais apoptótico da via intrínseca. Essas proteínas impedem a liberação do 

citocromo c das mitocôndrias. Nos diferentes tratamentos das células de melanoma 

murino com o mastoparan os níveis de expressão das proteínas Bcl-XL e fosfo Bad 

(S112) apresentaram significativa redução quando comparada ao controle, 

demonstrando maior suscetibilidade na liberação do citocromo c (DEWSON; KLUCK, 

2009; BELIZÁRIO et al., 2007; ZHANG et al., 2009). Somando a esses dados, foi 

possível observar que o peptídeo aumentou os níveis das proteínas pró-apoptótica 

Bim e Bak e consequente desencadeamento do sinal apoptótico.  Essas proteínas 

podem se translocar para a membrana da mitocôndria modificando a permeabilidade 

da membrana externa, induzindo a liberação de proteínas pró-apoptóticas 

(KROEMER, 2002). Todos esses dados estão de acordo com as análises 

ultraestruturais das células de melanoma tratadas com o mastoparano, 

demonstrando assim, que esse peptídeo é um agente indutor de apoptose através 

da via mitocondrial intrínseca (ZHANG et al., 2012). 

Por fim, nosso resultado mais importante com o mastoparano foi avaliado 

sobre a regressão dos tumores sólidos dorsais. Os dados mostraram que o 

mastoparan na concentração de 5 mg/Kg exibe efeito terapêutico apresentando 

significativa redução do volume tumoral. Após o término do período experimental 

dos tratamentos com os animais portadores dos tumores sólidos, os animais 

tratados com o mastoparano mostraram aumento no período de sobrevida global, 

com estimativa superior a 28 %, mesmo após a descontinuidade do tratamento. 

Diante desses resultados, o mastoprano pode ser considerado um importante 

composto candidato a agente antitumoral. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

Após o desenvolvimento do trabalho foi possível concluir que: 

 

• Os peptídeos INKKI e mastoparano, apesar de conservarem o mesmo motivo 

(KKI), apresentam efeitos distintos in vitro. O peptídeo INKKI demonstrou 

significativo efeito citostático enquanto que o mastoparano foi citotóxicos em 

células de melanoma murino B16F10; 

• O peptídeo INKKI foi capaz de apresentar efeitos antiprolifertivo através da 

redução da expressão de mediadores correlacionados com a via do 

MAPK/ERK, proporcionado um aumento na proporção de células na fase 

G0/G1. 

• O INKKI apresenta ações inibindo a migração e invasão celular envolvendo a 

via de sinalização da FAK/Src; 

• Os estudos in vivo mostraram que o INKKI apresenta significativo efeito 

protetor nos modelos metastáticos e dorsais. Esse efeito in vivo depende da 

ativação do sistema imunológico, uma vez que o peptídeo não apresentou 

diminuição do número de nódulos metastáticos em modelo imunodeficientes 

de linhagem NOD/SCID/γc
null; 

• O mastoparan apresentou significativo efeito citotóxico, induzindo apoptose 

em linhagens de melanoma murinho B16F10; 

• Os dados mostraram que o mastoparano é capaz de induzir apoptose através 

da via mitocondrial intrínseca, mediada pela geração de espécie reativa de 

oxigênio e perturbação dos poros de transição mitocondrial; 

• Os estudos em modelo de melanoma dorsal mostraram que o mastoparano 

exibiu significativo efeito terapêutico com aumento da sobrevida em animais 

portadores de tumores. 
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