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APRESENTACAO



O Céancer de mama é uma doenca heterogénea que compreende
diferentes subtipos moleculares, os quais resultam em evolugbes clinicas
distintas, e que requerem formas diferenciadas de tratamento. O grande problema
na progressdo da doenca € o desenvolvimento de metastases, que acarreta
mudancas no perfil de expressdo génica e consequente alteracdo no fendétipo da
doenca. A GLOBOCAN (Agéncia Internacional de Investigagcdo do Céancer), em
2012 relatou uma incidéncia do cancer de mama no mundo de 1,67 milhdes de
casos e 522 mil mortes. Em 2014, para o Brasil, 57.120 novos casos de cancer de
mama, foram relatados, com um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil
mulheres. Dados indicam que até 2050, no mundo, irdo surgir 3,2 milhdes de
novos casos por ano. Dessa forma, os dados estatisticos revelam um crescente

risco, deste tipo de cancer, para a populacéo.

O tratamento sistémico para o cancer de mama tem como objetivo diminuir
0 processo de divisdo celular, reduzindo, consequentemente, o crescimento das
células. Entretanto, muitos agentes anti-neoplasicos ndo possuem especificidade
para as células tumorais e assim, afetam tanto células normais quanto as
tumorais. As principais formas de tratamento sistémico sao: terapia hormonal,
terapia-alvo, uso de agentes citotoxicos ou suas combinagdes. A complexidade
para o tratamento do cancer, decorrente dos diversos subtipos existentes, torna-
se outro problema no ambito terapéutico e devido a isso, muito esforco tem sido

focado na procura de drogas apropriadas para o tratamento.

A busca de novos farmacos em fontes de moléculas bioativas consiste em
uma abordagem muito interessante. As peconhas de serpentes sdo compostas
por uma mistura complexa de peptideos e proteinas. As enzimas mais
abundantes nas peconhas incluem fosfolipases A, (PLA;s), hialuronidases, L-
aminoacido oxidades (LAAOs), metaloproteases e serinoproteases. Essas
moléculas séo responsaveis por diversas atividades farmacoldgicas que incluem:
efeitos sobre a agregacdo plaquetaria, inflamacéo, hipotensdo, atividade
antimicrobiana, antiparasitaria, entre outras. Os potenciais farmacolégicos das
moléculas em peconhas de serpentes, aliado as inovacbes em biotecnologia,

constituem fatores importantes para o descobrimento ou o design de novos



farmacos, como promissora ferramenta para a sintese de novos compostos com

acao antitumoral.

As PLA,s (EC 3.1.1.4) sdo enzimas capazes de clivar fosfolipideos na
posicdo sn-2, gerando acidos graxos livres e lisofosfolipideos. As PLA,s de
peconhas de serpentes estdo relacionadas com diferentes efeitos biologicos
(formacdo de edema, hipotensdo, agregacdo plaquetaria, cardiotoxicidade e
neurotoxicidade), gerados por meio de ativacdo de vias de sinalizacdo celular,
bem como devido a desestabilizacdo de membranas bioldgicas. Ainda, as PLA,s
de peconhas ofidicas estdo associadas com atividades antibacteriana,

antiparasitaria e antitumoral, gerando grande interesse médico-cientifico.

Portanto, o presente estudo buscou avaliar o efeito citotoxico da PLA,-
BnSP-6, isolada da peconha de Bothrops pauloensis, em células de
adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231). Seréo apresentados na sequéncia
resultados da avaliacdo do efeito da PLA, na viabilidade celular e em diferentes
mecanismos de morte celular (necrose, apoptose e autofagia). Posteriormente,
sera mostrada a interferéncia da BnSP-6 na adesdo e migracdo celular,

processos considerados essenciais para a progressao e invasao do tumor.

A apresentacdo da dissertacao foi dividida em 2 capitulos, seguindo as
normas do Programa de P4s-Graduacdo em Genética e Bioguimica do Instituto
de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia. A formatacao
do trabalho seguiu também as normas da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT). O capitulo 1 consiste no levantamento bibliografico referente ao
assunto abordado incluindo tépicos sobre cancer de mama, aspectos
epidemioldgicos, subtipos do cancer de mama, terapéutica, bem como, tépicos
sobre peconhas de serpentes, classes de toxinas, fosfolipases A, e suas
aplicagbes terapéuticas. Por fim, o capitulo 2 abordara a metodologia utilizada
durante o desenvolvimento do trabalho, resultados e a discusséo, apresentados
no formato de artigo cientifico que sera submetido a revista INTERNATIONAL
JOURNAL OF BIOLOGICAL MACROMOLECULES.



CAPITULO 1



1.0. O Cancer

O funcionamento do corpo humano pode ser considerado como uma
sociedade, cujos integrantes sdo as células, as quais se reproduzem através de
divisdes celulares e organizam-se em conjuntos (tecidos) que colaboram entre si.
Assim, para coordenarem este comportamento as células enviam, recebem e
interpretam um conjunto sofisticado de sinais. Cada célula comporta-se de uma
maneira, podendo se dividir, diferenciar ou morrer. Qualquer alteracdo molecular
que perturbe este comportamento harmonioso pode resultar em problemas para o
organismo. No corpo humano, constantemente, muitas células sofrem mutacdes
e, por vezes, tal mutacdo pode resultar em certa vantagem seletiva a uma célula,
permitindo que ela cresca e se divida mais vigorosamente e sobreviva mais
facilmente que as demais células, vindo a se tornar a fundadora de um clone

mutante que passe a crescer fora do contexto normal (ALBERTS, 2010).

As células cancerosas apresentam propriedades diferenciadas, sendo elas:
capacidade anormal de divisdo celular, de invasédo e de proliferacdo em regifes
destinadas a outras células. Tais propriedades resultam na formacdo de um
tumor, ou neoplasia. O tumor somente € considerado benigno quando as células
nao apresentam sinais de invasdo para outros tecidos. Assim, neste estagio, €
possivel haver remissdo completa da doenca por meio da remoc¢ao cirtrgica da
massa tecidual. Quando as células adquirem a capacidade de invadir tecidos
adjacentes, o tumor torna-se maligno. Ainda, a célula maligna pode desprender-
se do tecido, penetrar na corrente sanguinea ou em vasos linfaticos e formar
tumores em outros locais do corpo. Tal processo € denominado metastase, e
neste caso, a erradicacdo da doenca € considerada muito dificil, podendo resultar
na morte do paciente (ALBERTS, JOHNSON, LEWIS et al., 2011).

Dentre as principais caracteristicas que favorecem o crescimento maligno
destacam-se a capacidade de produzir sinais de crescimento independentes,
ativacdo incorreta dos genes, evasao dos sinais de morte celular programada,
capacidade ilimitada de proliferagdo e angiogénese (ALBERTS, 2010; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).



A célula maligna também possui elevada capacidade de captacdo de
aminoacidos, de sintese de proteinas e alta atividade glicolitica para geracao de
ATP. Dessa forma seu metabolismo fica totalmente voltado para o fornecimento
de grande quantidade de energia para manutencao da alta taxa proliferativa que
essas ceélulas possuem. Ainda, as células malignas, possuem expressao
aumentada de moléculas de adesdo, como € o0 caso das integrinas, que
interagem com a matriz extracelular, permitindo o desenvolvimento e proliferacao
do tumor, bem como a capacidade de migrar para outros tecidos. As integrinas
interagem, por meio de um dominio extracelular, com diferentes moléculas da
matriz extracelular (MEC), tais como colageno, laminina ou receptores de adeséo
vascular da célula (VCAM-1), permitindo assim, a conexao direta ou indireta com
receptores de sinalizacdo celular, bem como com o citoesqueleto de actina da
célula (BRAKEBUSCH et al., 2002; FILHO, 2006).

Os céanceres podem ser classificados de acordo com os tecidos e o0s tipos
celulares dos quais sdo derivados. Quando ele é originado de células epiteliais a
doenca passa a ser denominada de carcinoma, que € considerado o tipo mais
comum de cancer em humanos. Outro tipo, os sarcomas, sdo tumores derivados
do tecido conectivo ou de células musculares, que podem se desenvolver em
alguns tecidos, 0ssos ou musculos. Existem também outros tipos de canceres que
incluem a leucemia e linfomas, derivados das células de linhagem branca ou de
suas precursoras (células hematopoiéticas), assim como os canceres do sistema
nervoso central (SNC) que englobam os tumores que se originam no cérebro e na
medula espinhal (INCA, 2014b).

1.1 Céancer de Mama

O céancer de mama € o tipo de cancer que mais acomete mulheres em todo
0 mundo, tanto em paises em desenvolvimento, quanto nos desenvolvidos. Em
2011 a Organiza¢gdo Mundial de Saude, relatou em todo 0 mundo, mais de 508 mil
mortes de mulheres por cancer de mama, (WHO, 2015). E, segundo a

GLOBOCAN (Agéncia Internacional de Investigagdo do Céancer), em 2012 a



incidéncia estimada de cancer de mama no mundo era de 1,67 milhdes de casos,
com 522 mil mortes. Estimativas globais mostram que até 2050 irdo surgir 3,2
milhdes de novos casos por ano. Acredita-se que o cancer de mama ocorra em
maior proporcao em paises desenvolvidos, com aproximadamente 50% dos casos
de céncer de mama, porém, 58% das mortes ocorrem nos paises em
desenvolvimento, onde a maioria dos casos é diagnosticada em estagios
avancados da doenca. Para o Brasil, em 2014, eram esperados 57.120 casos
novos de cancer de mama, com um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil
mulheres Os homens também podem ser acometidos pelo cancer de mama,
porém a incidéncia é muito menor que em mulheres. Em nosso pais cerca de 50
casos foram registrados no ano de 2014 (INCA, 2014a; BRASIL, 2015; FERLAY
J, 2015; WHO, 2015). Dessa forma, os dados estatisticos revelam o grande
impacto que essa doenca tras para a populacéo e apesar dos inUmeros avancos

na compreensdo desta neoplasia, infelizmente as estatisticas persistem.

As taxas de incidéncia e mortalidade por cancer de mama podem variar de
acordo com os diferentes fatores de risco associados a doenca, citando-se
principalmente a fatores genéticos, idade, sedentarismo e obesidade. Os fatores
genéticos podem resultar em predisposi¢do do individuo para o desenvolvimento
de uma mutacdo, o qual geralmente ocorre em genes que atuam na maquinaria
de reparo do DNA; ou no silenciamento de cromossomos em pontos de controle
do ciclo celular (BOYD, 2014). O cancer de mama hereditario é caracterizado
pelas mutacdes herdadas, geralmente em heterozigose, no qual envolvem genes
gue atuam no reparo do DNA como BCRAL em sua maioria, BCRA2, TP53, ATM
e CHEk2 (BOGDANOVA; HELBIG; DORK, 2013; BOYD, 2014). Quando ocorre a
perda da heterozigose (LOH), seja por mutacdo somatica, ou quando o promotor
inativa a expressédo do alelo normal, a célula passa a acumular mutacdes que
ocasionam em instabilidade gendmica e provavelmente em neoplasias (HA et al.,
2012). Sabe-se que os alelos que sdo mutados aceleram o processo da
neoplasia, porém eles ndo sdo determinantes e muta¢Bes adicionais sao
necessarias para manifestacdo do fendtipo maligno, sabe-se entdo que a
predisposicao familiar, apesar de sua importancia, ocorre em menos de 5% dos
casos de cancer de mama (ACKERMANN et al., 2006).



A idade constitui outro importante fator, sendo que quanto maior a idade
maior é o risco de apresentar a doenca. Entretanto, no caso de mulheres em
menopausa, as chances de desenvolver a doenca reduzem drasticamente
(MCPHERSON; STEEL; DIXON, 2000). Ainda, estudos indicam que o uso de
terapia de reposi¢cao hormonal dobra o risco do paciente em desenvolver o cancer
de mama. O sedentarismo e a obesidade, dois outros fatores de risco da doenca,
estdo interligados com a menopausa e ao desenvolvimento do cancer de mama
(PIEROBON; FRANKENFELD, 2013). Outros fatores, como a ingestédo alcodlica e
tabagismo, também estdo associados a0 mesmo e apresentam-se intimamente
correlacionados, uma vez que mulheres tabagistas e que ingerem quantidades
superiores a 10 g de alcool por dia aumentam em 7,1% o risco relativo em
desenvolver a doenca, porém, ndo ha evidéncias de aumento do risco da doenca
devido ao uso exclusivo do tabaco (HAMAJIMA, 2002).

Outros fatores que elevam os riscos de desenvolver o cancer de mama séo
a exposicao a radiacdo ionizante ou a carcinégenos gquimicos. Ainda, a gravidez,
independentemente de idade, atividade fisica e dieta saudavel, estd associada
diminuicdo do risco de desenvolver a doenca (HELMRICH et al.,, 1983;
MCPHERSON; STEEL; DIXON, 2000; HAMAJIMA, 2002; MCPHERSON, 2004;
ELMORE et al., 2005; MCPHERSON, 2010; PIEROBON; FRANKENFELD, 2013).

O 6rgdo mamario da mulher adulta, em condi¢cdes normais, € formado por
tecidos estromais e epiteliais que se encontram dispostos numa forma
arborescente e ramificada. Os componentes epiteliais sdo formados por células
ductais, lobulares e mioepiteliais. As células lobulares se agrupam formando os
acinos ou alvéolos, as ductais se organizam a fim de formar os ductos que se
interligam com os acinos com formacao dos ductos lactiferos no qual se confluem
desembocando no mamilo. As células mioepiteliais possuem a capacidade de
revestir tanto 0s acinos quanto os ductos que séo responsaveis pela contracéo e
encaminhamento do leite materno até a secrecao final no mamilo. Finalmente, o
componente estromal é compostos por uma quantidade diversa de tecido adiposo
e conjuntivo formando a maior parte do volume da mama normal sem lactacao
(HASSIOTOU; GEDDES, 2013).



Uma caracteristica extremamente importante da diferenciacdo mamaria
consiste na formacdo da membrana basal, ela se encontra disposta entre o
epitélio dos ductos-lobulares e do estroma subjacente. Essa diferenciacdo ocorre
mediante sinais hormoénios especificos, bem como sinais ambientais locais
(STREULI; BAILEY; BISSELL, 1991). Seus principais constituintes sdo o
nitrogénio, coladgeno tipo IV, fibronectina, laminina e proteoglicanos. Sabe-se
também devido a relatos na literatura, que as células mioepiteliais agem como
supressoras naturais de progressées neoplasicas mamarias, bem como possuem
capacidade de regular negativamente a invasao dos tecidos, ou seja, a
metéstase. Isso ocorre devido a barreira fisica que € formada entre as células
luminais e o estroma, bem como seu controle paracrino (STERNLICHT et al.,
1997).

Na maioria dos casos, 0s carcinomas mamarios tem origem nos epitélios
dos l6bulos e/ou ductos pertencentes a glandula mamaria. Quando originado na
porcdo glandular € denominado de carcinoma lobular e quando originado na
camada epitelial local dos ductos mamarios, sdo chamados de carcinoma ductal.
O tumor que se apresenta confinado ao tecido mamario e que nado cause
prejuizos ao restante do corpo, € denominado de carcinoma in situ. No caso de
estagios mais avancados da doenca, o tumor ultrapassa os limites do tecido
mamario, disseminando-se para novos sitios, sendo, neste caso, usado o termo

carcinoma invasivo (ELLIS, 2010).

O cancer de mama é considerado como uma doenca heterogénea em suas
caracteristicas patologicas. O acompanhamento da doenca é bastante complexo
principalmente devido a existéncia dos diversos subtipos tumorais, 0s quais
possuem perfil de expressdo, resposta terapéutica e comportamento clinico
diferenciados (FREITAS-JUNIOR, 2011; TAO et al., 2014; FERLAY et al., 2015;
TOMAO et al., 2015).

Morfologicamente o cancer de mama pode ser classificado em mais de 20
subtipos. Entretanto, a analise de caracteristicas moleculares permite a

distribuicdo dessas neoplasias em subgrupos. Esta classificagcdo molecular esta



baseada na avaliacdo da expressao de centenas de genes. Assim, a partir do ano
de 2001 foi adotada uma nova classificagdo, no qual o carcinoma maméario pode
ser distribuido entre 5 subgrupos moleculares, sendo eles: luminal A, luminal B,
luminal hibrido, Her-2 e basal-simile. Cada subgrupo constitui um conjunto de
neoplasias com semelhangas no que se refere aos genes que estao alterados e
que, portanto, determinam caracteristicas imuno-histoquimicas, prognosticas e
terapéuticas distintas. Segue abaixo a descricdo dos principais subgrupos
moleculares de cancer de mama (EISEN; BROWN, 1999; PEROU et al., 2000;
SORLIE et al., 2006; SARRIO et al., 2008; FREITAS-JUNIOR, 2011; KAO et al.,
2011; VOSS et al., 2011; TOMAO et al., 2015):

1) Luminal A: E o mais frequente e, de modo geral, apresentam baixo grau
histologico. Ainda, apresenta alta expressdo de receptores hormonais de
estrogénio (RE) e progesterona (RP) e baixos indices de proliferacdo celular.
Respondem bem frente a hormonioterapia como adjuvante ao tratamento
cirdrgico.

2) Luminal B: Exibem maior grau histolégico, se comparado ao subtipo luminal A,
além de apresentarem maior indice de proliferacdo celular. Respondem bem
aos quimioterapicos e hormonioterapia como tratamentos complementares ao
tratamento cirdrgico.

3) Her-2: E negativo para RE e RP e possui elevada expressdo do oncogene Her-
2, 0 qual esta associado ao perfil metastatico. De modo geral, apresentam alto
grau histolégico e nuclear, além de elevada taxa de proliferacdo celular. No
tratamento apresenta resisténcia a algumas terapias enddcrinas. Entretanto, a
droga Trastuzumabe (anticorpo monoclonal humanizado) melhora o
progndstico de pacientes com este subgrupo.

4) Basal-simile: Caracterizado morfologicamente por alto grau histologico e
nuclear, infiltrado leucocitario e presenca de areas necroticas. Clinicamente é
considerado o subtipo mais agressivo. Parte desses tumores € denominada de
"triplo negativo”, sendo que a maior parte deles ndo apresenta expressao

imuno-histoquimica de nenhum dos marcadores progndsticos, ou seja, sao RE,
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RP e Her-2 negativos. Apesar da elevada agressividade desse subtipo, o

comprometimento dos linfonodos axilares néo é frequente.

Como se pode observar a classificacdo molecular dos tumores nos
subtipos baseia-se principalmente na presenca de alguns receptores, sendo
considerados principalmente os receptores Her2 e os receptores hormonais de
Estrégeno e Progesterona. O receptor Her2 (EGF2) € um dos quatro membros da
familia de receptores de crescimento epidermal, que sao receptores
transmembranares envolvidos com a transducdo de sinais antiapoptoticos e
proliferativos e desempenham importante papel na progressao tumoral e no seu
desenvolvimento (PICCART-GEBHART, 2006; TANEJA et al., 2010). Ainda, a
classificacdo molecular é de grande relevancia e deve ser avaliada em
associacdo com achados clinicos, exames complementares e demais parametros
anatomopatoldgicos. As andlises, em conjunto, irdo determinar o prognostico da
doenca (RAKHA et al., 2010; IAC LAKHANI, 2014), bem como a melhor opgéo

terapéutica para o tratamento do cancer de mama.

Convém ressaltar que, embora a classificacdo molecular seja baseada na
deteccdo de genes amplificados e/ou suprimidos, é possivel determinar, com boa
confiabilidade, por meio de analise imuno-histoquimica, que busca os marcadores
RE, RP, Her-2 e Ki-67 (relacionado a proliferacdo celular), os 5 subgrupos

principais para o qual o tumor pertence.

1.2 Migragdao, Invaséo e Metastase

As causas de morte por cancer, principalmente no cancer de mama, estao
relacionadas ao aparecimento de metastase. A metastase pode ser descrita como
a migracdo de células tumorais a partir do tumor priméario, que requer a
penetragdo no estroma local, entrada no sistema circulatorio ou linfatico, ligacéo
as plaquetas, interacdo com endotélios distantes, extravasamento e a colonizacéo
progressiva deste novo local (COLEMAN; RUBENS, 1987). Assim, as células
tumorais precisam passar por mudancas fenotipicas e adquirir caracteristicas que

permitam realizar todas as etapas, além da capacidade de sobrevivéncia a essas
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etapas envolvidas no processo de metastase. E por essa razdo que apoOs a
invasdo, apesar de um grande namero de células tumorais conseguirem entrar no
sistema circulatério ou linfatico, somente uma pequena propor¢édo destas células

conseguira fundar colénias metastaticas.

As células com capacidade de invasdo possuem em seu citoesqueleto
modificagdes que auxiliam nos prolongamentos membranares, ricos em F-actina
que sdo chamados de invadopodina (WEAVER, 2006). A matriz extracelular
comeca a ser degradada pela invadopodina e por podossonos, estruturas ricas
em actina que em contato permitem a invasdo das celulas cancerigenas pelas
membranas celulares com consequente migracdo para 0s vasos adjacentes,
sanguineos e ou linfaticos (LINDER, 2007; BUCCIONE; CALDIERI; AYALA, 2009)

Ainda, o papel da matriz extracelular no microambiente tumoral ndo esta
limitado somente a atuar como barreira fisica a neoplasia, uma vez que pode
atuar como um reservatorio para proteinas ligantes e fatores de crescimento que
influenciam o comportamento das células tumorais. Por essa razdo, o
microambiente do tumor é conhecido por ser diferente do tecido saudavel, com
modificacdo da matriz extracelular e com elevados niveis de colageno tipo I,
fibronectina, fatores de crescimento, dentre outros (JOYCE; POLLARD, 2009;
ASPARUHOVA et al., 2015).

1.3. Céancer e 0 mecanismo de transicao epitélio-mesenquimal (EMT)

Um aspecto importante da progressdo do cancer de mama € a ativacao do
mecanismo de transicao epitélio-mesenquimal (EMT), que esta associado com a
metastase. Como comentado anteriormente, a fase inicial do processo de
metéstase requer que as células passem por uma modificacdo fenotipica. A EMT
€ uma alteracdo fenotipica reconhecida na biologia do desenvolvimento como um
instrumento capaz de gerar rapidas mudancas morfogénicas em embrides de
metazoarios, como na gastrulacdo, durante a qual as células do epitélio sao
internalizadas para dar origem ao tecido mesodérmico; e também na formacgéo da

crista neural, coragdo, sistema muscular, e sistema nervoso periférico. Assim,
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além do seu papel na organogénese, a EMT esta associada com o processo de

metastase.

Durante a EMT as células perdem sua polaridade e aumentam a
resisténcia a apoptose, adquirem caracteristicas migratérias e invasivas. Um
importante evento na EMT é a diminuicdo na expressao de E-caderina, uma
glicoproteina transmembrana, calcio-dependente, que participa da formacédo das
juncdes aderentes, desempenhando um papel importante na regulacéo da adeséo
intercelular em tecidos epiteliais de todos os 6rgdos e cuja perda de expressao
tem sido relacionada ao fenétipo invasivo das células tumorais in vitro. A reduzida
aderéncia das células cancerosas também resulta em alteracdes na morfologia
celular devido a mudancas nos filamentos do citoesqueleto e, dessa forma, a
célula fica mais alongada, lembrando um fibroblasto. O fendétipo alongado é
devido a ciclos de polimerizacdo e ou contracdo do citoesqueleto que levam a
migracao elevada. Isso acontece porque elas estédo ligadas de forma menos firme
tanto na matriz extracelular como nas células vizinhas. Ainda, na EMT, as células
modificam seu padréo de expressao de integrinas na superficie celular e, além da
perda da expressao de E-caderina, as células passam a expressar os marcadores
mesenquimais N-caderina e vimentina (KARRETH, 2004; YANG et al., 2004,
KALLURI; WEINBERG, 2009; WEI et al., 2015). Todas essas alteracdes resultam
em diminuicdo da adesdo, aumento na mobilidade e uma maior capacidade
invasiva (KARRETH, 2004; JEANES; GOTTARDI; YAP, 2008; WEI et al., 2015).

O processo final de um epitélio de transicdo € a degradacdo da membrana
basal, por meio do qual as células tumorais (com caracteristicas mesenquimais),
serdo capazes de migrar para longe do epitélio de origem (KARRETH, 2004,
KALLURI; WEINBERG, 2009; WEI et al., 2015). Ainda, alguns autores
afirmam que a EMT pode induzir o aparecimento de células com caracteristicas
de células-tronco, devido ao potencial de auto renovacdo que adquirem. Esse
potencial permite que grandes populacdes de células sejam geradas, a fim de
constituir a metastase macroscépica (MARTIN; CANO, 2010).
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1.4 Cancer e a morte celular

Desde as primeiras descricdes dos mecanismos de morte celular, as quais
datam de meados dos anos 1960, varios outras tentativas de classificacdo de
morte celular foram realizadas tendo como base as caracteristicas morfologicas
durante o processo de morte. Os autores, (SCHWEICHEL; MERKER, 1973)
propuseram uma classificacdo para as modalidades de morte celular, incluindo a
morte celular tipo I, associada com heterofagia; a morte celular tipo Il, associada
com autofagia e a morte celular tipo Ill, que n&o foi associada com qualquer tipo
de digestdo; as quais correspondiam a necrose, autofagia e apoptose,
respectivamente (GALLUZZI et al., 2012) Mais recentemente, o Comité para
Nomenclatura de Morte Celular (NCCD) formulou, em 2005 e 2009,
recomendacgOes para classificagdo dos tipos de morte celular com o intuito de
facilitar o entendimento sobre 0s mecanismos e tipos de morte entre 0s
pesquisadores desta area de conhecimento. Ainda, o NCCD recomenda que tal
classificacdo tenha como base critérios bioquimicos. No entanto, tais
caracteristicas bioquimicas apresentam alguns inconvenientes, e sua
interpretacdo exige bastante cautela, especialmente quando o0s parametros
individuais estédo sendo investigados (GALLUZZI et al., 2012).

A morte celular programada, também conhecida por apoptose € parte
integrante do processo de diferenciacdo de muitos tipos celulares, sendo
importante durante o desenvolvimento embrionario. No adulto, apoptose é
responsavel pelo balango entre a proliferacdo celular e a manutencédo do niumero
de células nos tecidos durante a renovacédo celular. Ainda, o processo permite a
eliminacdo de células danificadas ou potencialmente perigosas. Dessa forma,
pode-se observar que a apoptose é relevante como um processo fisiologico, vital
para manter a homeostase celular, bem como para o correto desenvolvimento e
funcdo dos organismos (SAMALI; GORMAN; COTTER, 1996; ELMORE, 2007;
FERREIRA et al., 2010; NUNES et al., 2012).
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Muitas células tumorais falham em atingir apoptose e, dessa forma, exibem
aumento da duracdo de tempo de vida se comparada as células normais. Essa
falha é crucial para o desenvolvimento do tumor primario, bem como para a
sobrevivéncia e o crescimento de células tumorais metastaticas. O dano no DNA
de células normais ativa a apoptose, porém, qualquer dano nas muitas células
tumorais, como por exemplo, a irradiacéo, pode nao levar essa célula a apoptose,
devido a uma falha neste processo. Entdo, comprova-se a capacidade de
resisténcia que algumas células tumorais possuem em relacdo a radiacdo e

quimioterapicos que atuem na danificagcdo do DNA (COOPER, 2007).

A apoptose € mediada pela atividade integrada de véarias vias de
sinalizacdo. Diferentemente da morte acidental de células (necrose), decorrente
de uma injaria aguda, a apoptose é um processo ativo, caracterizado por
mudancas morfolégicas e bioquimicas caracteristicas. A célula em apoptose
apresenta em geral DNA fragmentado, cromatina condensada e nucleo dissolvido
em pequenos pedacos, diminuicdo do volume celular, e ao final do processo, sédo

gerados fragmentos inclusos de membrana conhecidos como corpos apoptéticos.

Ainda, durante a apoptose, o fosfolipideo fosfatidilserina, que em geral esta
localizado na camada interna das membranas bioldgicas, desloca-se para a
camada externa nas células apoptéticas, atuando como marcador dessas células,
sinalizando para que macrofagos e células vizinhas as fagocitem (ALBERTS,
2010). Assim, as células em apoptose sdo removidas dos tecidos. Em
contrapartida, as células que morrem por injaria (necrose) aumentam seu volume
e sofrem lise, liberando seu conteldo no espacgo extracelular e gerando,

consequentemente, uma inflamacgéao (COOPER et al., 2007)

De modo geral, a apoptose € dependente de uma cascata proteolitica
intracelular mediada por caspases. As caspases compdem uma familia de
proteases que tém uma cisteina no seu sitio ativo e clivam suas proteinas-alvo

em &cidos asparticos especificos (ALBERTS, 2010).

Essas proteases sdo sintetizadas na célula na forma de precursores

inativos, conhecidos como procaspases, que sao ativadas por clivagem
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proteolitica, gerando duas subunidades, uma grande e uma pequena. Essas
subunidades unem-se para formar um heterodimero e por fim, dois heterodimeros
juntam-se para formar um tetramero ativo. Apds a ativagdo outras procaspases
serdo ativadas, resultando em uma cascata proteolitica amplificada. As caspases
gue iniciam a via de apoptose sdo chamadas de caspases iniciadoras (caspases
2, 8, 9 e 10), as quais clivam e ativam procaspases executoras (caspases 3, 6 e
7), que por sua vez, clivam proteinas-alvo na célula. Diferentes proteinas
celulares sdo alvos das caspases executoras, sendo elas: laminas nucleares,
proteinas que mantém as endonuclases (enzimas que degradam DNA) inativas,
componentes do citoesqueleto, proteinas de adesao célula-célula (RENATUS et
al., 2001; ALBERTS, 2010; YUAN; AKEY, 2013).

O processo de apoptose pode ocorrer por 2 vias principais, sendo elas: a
via intrinseca e a via extrinseca. A via extrinseca indica os casos de morte celular
por apoptose que sado induzidos por sinais de estresse extracelulares, os quais
sdo detectados e propagados via receptores de morte. Tais receptores sao
proteinas transmembrana que contém um dominio extracelular de ligacdo ao
ligante, um dominio transmembrana Unico e um dominio de morte intracelular, o
qual é requerido para ativar o programa apoptético (WAJANT; PFIZENMAIER;
SCHEURICH, 2002; KLIONSKY et al., 2008; SCHUTZE; TCHIKOV; SCHNEIDER-
BRACHERT, 2008; MEHLEN; BREDESEN, 2011). A via intrinseca de apoptose é

resultado de multiplas condicfes de estresse intracelular.

A via extrinseca pode ser iniciada pela ligacao de ligantes letais, tais como
o FAS/CD95 ligante, fator de necrose tumoral (TNFa) e superfamilia TNF,
membro 10, a varios receptores de morte como, FAS/CD95, receptor TNFa, entre
outros (WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2002). A sinalizacdo nestes
receptores de morte resulta em ativagdo da caspase-8, que ativa outras
caspases, iniciando o processo apoptotico (SCHULTZ; HARRINGTON, 2003;
ELMORE, 2007).

Como dito anteriormente, a via intrinseca de apoptose é resultado de

multiplas condicbes de estresse intracelular, incluindo danos no DNA, estresse
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oxidativo, sobrecarga citosélica de Ca*?, hipéxia, entre outros. Assim, sinais de
sobrevivéncia e de morte sdo gerados e convergidos para um mecanismo de
controle centralizado nas mitocondrias da célula. Quando sinais de morte
prevalecem, ocorre permeabilizacdo da membrana mitocondrial, que resulta em
dissipacdo do potencial transmembrana mitocondrial, impedimento da sintese de
ATP e de transportes dependentes do potencial transmembrana. Ainda, ocorre
desacoplamento da cadeia respiratdria, causando aumento em relacao a espécies
reativas do oxigénio. Proteinas que normalmente estdo localizados
exclusivamente na mitocondria sdo encontradas no citosol, como € o caso do
citocromo ¢, que em conjunto com a proteina APAF1l e dATP formam o
apoptossomo, um complexo multiproteico que dispara a via de cascata

proteolitica caspase-9-caspase-3 (LI et al., 1997; ZOU et al., 1997).

Ainda na via intrinseca, o estresse intracelular pode resultar na ativacao do
fator indutor de apoptose e endonuclease G, que resultaria em apoptose
independente de caspases. Neste caso, a apoptose decorreria da fragmentacao
de DNA em larga escala. A serino-protease HTRA2 também contribui para a
apoptose independente de caspase, através da clivagem de uma grande
variedade de substratos celulares, incluindo as proteinas do citoesqueleto. A
ativacdo desta via independente de caspase esta normalmente associada com
parada na sintese de ATP, excesso de espécies reativas do oxigénio e parada da
cadeia respiratoria. Assim, atualmente, tem sido sugerida a diferenciacdo de
apoptose intrinseca em dependente e independente de caspases (GALLUZZI et
al., 2012).

Devido as caracteristicas da via intrinseca de apoptose, este tipo €
firmemente regulado para assegurar que as células morram apenas quando for
apropriado. A principal classe de reguladores intracelulares de apoptose € a
familia de proteinas Bcl-2, que, assim como a familia das caspases, tem sido
conservada evolutivamente. Proteinas Bcl-2 de mamiferos regulam a via
intrinseca de apoptose principalmente pelo controle da liberagdo do citocromo c e
de outras proteinas mitocondriais no citosol. Algumas proteinas da familia Bcl-2

sao pro-apoptéticas (Bcl-2 e Bcl-X.) e promovem a apoptose pelo aumento da
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liberacdo de proteinas mitocondriais, enquanto outras sdo anti-apoptéticas (Bax e
Bak) e inibem a apoptose blogueando essa liberacdo (ALBERTS, 2010;
WILLIAMS; COOK, 2015). Proteinas Bcl-2 pro-apoptéticas e anti-apoptoticas
podem se ligar umas as outras em varias combinacdes formando dimeros, nos
quais as duas proteinas inibem as fun¢des umas das outras. O balanco entre as
atividades dessas duas classes funcionais de proteinas Bcl-2 determina se
células de mamiferos sobrevivem ou morrem pela via intrinseca de apoptose
(FERREIRA et al., 2010).

Além de apoptose e necrose, outro tipo de morte celular, merece
destaque, é a morte celular autofagica. Morfologicamente, este tipo de morte é
marcado por vacuolizacdo citoplasmatica massiva (MORSELLI et al., 2009;
GALLUZZI et al., 2012), uma vez que durante o processo substratos intracelulares
e extracelulares sé&o entregues para os lisossomos para degradacdo ou
reciclagem (MIZUSHIMA, 2007; RAVIKUMAR et al.,, 2010). A autofagia, que
caracteriza este tipo de morte celular, consiste em um processo essencial para a
manutencdo da homeostasia celular (GOZUACIK et al.,, 2008), e pode ser
estimulado por estresse de qualquer natureza, como privacao de nutrientes ou por
danos ocorridos em organelas celulares. Portanto, a autofagia exerce um
importante papel fisiologico e atua também na manutencdo do metabolismo
energético (KLIONSKY et al., 2008; MATHEW; WHITE, 2011), uma vez que
permite a utilizacdo de componentes intracelulares e varios nutrientes estocados
para a producdo de energia e/ou biossintese (KUMA; MIZUSHIMA, 2010;
RABINOWITZ; WHITE, 2010). A autofagia, também pode ser induzida por
estimulos extracelulares como horménios ou tratamentos terapéuticos, presenca
de microrganismos e drogas citotoxicas que afetam componentes das células tais
como: mitocondria, reticulo endoplasmatico, DNA e proteinas (MEIJER;
CODOGNO, 2004).

Embora a autofagia tenha sido descrita pela primeira vez a mais de 40
anos atras, foi na dltima década que o assunto mostrou grande interesse por
parte de diversos pesquisadores, 0os quais explicitaram a clara conexdo entre a
autofagia e varias doencas (RUBINSZTEIN; CODOGNO; LEVINE, 2012) e
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diversas situacdes de estresse (KROEMER; MARINO; LEVINE, 2010), bem como
0 seu papel fisiologico no desenvolvimento (LEVINE; KLIONSKY, 2004) e
envelhecimento (RUBINSZTEIN; CODOGNO; LEVINE, 2012).

Diversas drogas anticancer, incluindo agentes que causam danos ao DNA,
drogas que atuam em microtdbulos, em receptores agonistas de morte, agentes
hormonais, agentes anti-angiogénicos, inibidores do proteassoma, inibidores de
histona-desacetilase e inibidores de quinase afetam a autofagia. Inclusive nédo ha
conhecimento de agentes anticancerigenos que tenham claramente demonstrado
ndo afetar o processo autofagico. Apesar da frequente associacdo desse
processo com drogas anti-tumorais, 0S mecanismos moleculares que
fundamentam os efeitos dessas drogas sobre a autofagia ainda ndo estéo
completamente elucidados (THORBURN; THAMM; GUSTAFSON, 2014).

Embora um grande numero de evidéncias indiguem que a inibicdo da
apoptose é critica para o desenvolvimento do tumor, também existem indicios de
gue a diminuicdo da autofagia esta relacionada com a formacdo do tumor (QU et
al., 2003; SHIMIZU et al., 2014), pois baixos niveis de Beclin-1, proteina que
participa dos eventos moleculares de ativacdo da autofagia, estdo associados
com o desenvolvimento de cancer de mama, ovario e prostata. Ainda, ratos
heterozigotos para o gene Beclin-1 apresentam um risco aumentado para o
desenvolvimento de tumor (QU et al., 2003; YUE et al., 2003). Portanto, esses
resultados sugerem que a insuficiéncia das células em sofrer autofagia

contribuiria para a progressao do tumor.

Apesar de a autofagia desempenhar um papel importante na supressao de
tumores, ela também pode promover o crescimento de células tumorais através
do fornecimento de nutrientes devido as condi¢des de hipdxia caracteristica das
células tumorais. Isso acontece porque as ceélulas tumorais necessitam de varios
nutrientes para acelerar sua proliferacdo. Estudos tém mostrado que a privacao
de nutrientes compromete o crescimento do tumor em células tumorais deficientes
de autofagia (MATHEW et al., 2009).
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Dessa forma, concluisse que a autofagia desempenha um papel duplo no
cancer e que sua funcao dependera do contexto da doenca. De qualquer forma, é
importante que o papel da morte autofagica seja sempre considerado. Inclusive,
em algumas células tumorais a autofagia parece ser responsavel pela morte,
especialmente quando h& falta de alguns moduladores apoptoéticos
(TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2005; BURSCH et al., 2008).

1.5 Diagndstico e Tratamento do cancer de mama

Atualmente ndo é possivel realizar a prevencdo primaria do cancer de
mama, nem erradicar a doenca, devido as caracteristicas genéticas e fatores de
risco relacionados a doenca. Assim, at¢é o momento, as realizacdes do
autoexame, do exame clinico da mama e, em maior escala, do exame de
mamografia continuam sendo as principais estratégias para rastreamento da
doenca, uma vez que o principal objetivo é a deteccao precoce (D'ORSI et al.,

2005; ELMORE et al., 2005).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a mamografia
recomendada anualmente para mulheres acima de 40 anos. Em um estudo
realizado na Espanha, entre os anos 1992 a 2006, foi observado um crescimento
no indice de carcinoma ductal in situ, com consequente diminuicdo no namero de
carcinoma invasivo, sendo que tal declinio foi explicado pela elevada utilizacdo
dos exames de mamografia como técnica de rastreio em mulheres acima de 40
anos. Assim, o diagnostico em estagio inicial, possibilita um tratamento mais
efetivo, com menores chances de recidiva e menos agressividade (ROMAN et al.,
2013).

Tradicionalmente, fatores clinicos e histopatolégicos sao utilizados para
orientacdo da escolha da terapia. Esses fatores incluem o estigio do tumor,
tamanho do tumor, estado nodal, e caracteristicas como grau histolégico,
expressdo de RE, RP e Her-2, os quais podem indicar o prognostico da doenca, a
agressividade do tumor, a probabilidade de recaida sem terapia sistémica e
resposta frente a tratamentos especificos. Devido aos atuais avancos na

tecnologia, como o sequenciamento do genoma humano e popularizacédo da ideia
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de "Medicina personalizada" houve um interesse significativo em determinar como
as diferencas genéticas poderiam ser usadas para predicdo da eficacia e
seguranca do tratamento utilizado. E assim, um numero crescente de estudos tém
investigado o papel da farmacogenética no tratamento de cancer de mama e
outros canceres (WESTBROOK; STEARNS, 2013).

Em pacientes com cancer de mama em estagio inicial ou apresentando
carcinoma in situ, o tratamento tem intencdo curativa e normalmente envolve a
combinacéo de tratamento local (cirurgia e/ou radioterapia) e tratamento sistémico
(CHENG; UENO, 2012).

O processo de remocdo cirargica, seja por mastectomia total ou
conservativa (parcial), € muito importante. Entretanto, essa cirurgia gera impactos
psicolégicos e na autoestima da paciente, mas € adotada como medida principal
por ser a opgao terapéutica com menor chance de recidiva. Ainda, o alto risco no
tratamento do cancer de mama sera determinado pela ocorréncia de metastases,
gue pode desencadear uma doenca sistémica de progndstico bem desfavoravel
(VERONESI et al., 2002; ROMAN et al., 2013).

7

A radioterapia isolada ou em combinacdo com a quimioterapia é
amplamente utilizada ap6s cirurgia de retirada do tumor mamario e a sua
efetividade pode ser mensurada pela redu¢do na incidéncia de recidiva. Porém,
estudos relatam que as recidivas que ocorrem apds a radioterapia estdo
associadas ao aumento do potencial metastatico do tumor, bem como sua
disseminacéao para 6rgdos com maior propensao para a doenga, como é 0 caso
dos ossos, figado, pulméo. Isso acontece devido ao fato de que a radiacdo causa
danos ao DNA, sendo esperada a ativagdo de apoptose para a remocgédo da
célula, e como comentado anteriormente, muitas células tumorais apresentam
falha no processo de apoptose. Dessa forma, tumores recém-irradiados poderiam
ser mais invasivos e mais agressivos, sendo que isso esta relacionado ao
microambiente tumoral (ASPARUHOVA et al., 2015).

O tratamento sistémico tem por objetivo diminuir o processo de divisdo

celular, reduzindo, consequentemente, o crescimento das ceélulas. Entretanto,
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muitos agentes anti-neoplasicos usados, ndo possuem especificidade para as
células tumorais e assim, afetam tanto células normais quanto as tumorais. Por
essa razdo uma série de efeitos colaterais graves esta associada com a
guimioterapia, incluindo complicacdes cardiovasculares, isquemia do miocardio,
hipertensdo, eventos tromboembdlicos, bloqueio do sistema linfatico gerando
linfedema, além do risco elevado em desenvolver outras neoplasias (BODAI;
TUSO, 2015). As principais formas de tratamento sistémico séo: terapia hormonal,

terapia-alvo, uso de agentes citotoxicos ou suas combinacdes.

Quase dois tercos dos canceres de mama sao positivos para receptores de
estrogénio. Para este tipo € possivel a aplicacdo de terapia hormonal, que prevé
uma capacidade de resposta frente as manipula¢cdes enddcrinas. A ligacdo do
estrogénio em seus receptores é responsavel pela regulacdo de uma grande
variedade de efeitos celulares e condic¢es fisioldgicas, incluindo a proliferacédo de
células do cancer de mama. Para o cancer de mama as terapias hormonais séo,
de certa forma, terapias-alvo, uma vez que blogueiam receptores especificos,
inibindo o crescimento tumoral. Entre os agentes hormonais, aprovados para o
tratamento do cancer de mama, estdo os moduladores seletivos do receptor de
estrogénio (SERMSs): tamoxifeno, raloxifeno, bem como a terceira geracdo de
inibidores da arématase (HAMAJIMA et al.) anastrozol, letrozol e exemestane.
Para ambos, SERMs e Als, ocorrera ao final a interrupcdo da sinalizacdo do
estrogénio. Entretanto, SERMs e Als diferem bastante quanto as rotas
metabdlicas utilizadas para impedir a sinalizacéo do estrogénio e assim, devido as
variagdes genéticas, diferentes proteinas poderiam estar envolvidas nesse
processo, gerando diferentes respostas nos pacientes. Ainda, fatores genéticos
podem resultar em absorgéo ou distribuigéo diferenciada, contribuindo ainda mais
para diferencas na efetividade terapéutica (WESTBROOK, STERNS, 2013).

A Terapia-alvo tem por intengdo atuar diretamente nas células cancerosas
e causar o0 menor numero possivel de danos as células sadias. Para este tipo de
terapia sao utilizados anticorpos monoclonais, capazes de limitar o crescimento
do tumor. Os principais anticorpos utilizados até o0 momento sao trastuzumabe e

bevacizumabe. O trastuzumabe consiste em um anticorpo monoclonal
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humanizado capaz de se ligar especificamente a receptores Her-2, suprimindo a
proliferacdo de células em tumores que apresentam alta expressdo da proteina
Her-2. A combinacdo de trastuzumabe com quimioterapia levou a uma reducao
significativa na recorréncia do cancer de mama e mortalidade de tumores Her2-
positivos, quando utilizado como terapia adjuvante (PICCART-GEBHART et al.,
2005; ROMOND et al., 2005; SLAMON et al., 2011). Por fim, bevacizumabe é um
anticorpo monoclonal humanizado dirigido contra o fator de crescimento do
endotelial vascular A (VEGF-A) que estimula a angiogénese, processo
imprescindivel para promo¢do do crescimento tumoral (WESTBROOK;
STEARNS, 2013).

Entre os agentes citotoxicos citam-se:

1. Antimetabdlicos: capecitabina, um pré-farmaco administrado por via oral
e que é analogo da pirimidina 5-flourouracil (5-FU), utilizado com frequéncia no
tratamento de cancer da mama metastatico. Esse pro-farmaco é enzimaticamente
convertido em 5-FU, que inibe a sintese de DNA em tumores, inibindo seu
crescimento. Outro antimetabdlico, a gemcitabina, um analogo de nucleosideo,
também interfere com a sintese do DNA, induzindo a apoptose em células

tumorais;

2. Antimicrotibulos: os taxanos paclitaxel e docetaxel que perturbam a
despolimerizacdo de microtubulos e interferem com a formacao do fuso mitético

durante a replicagao celular, causando a morte celular;

3. Antraciclinas: a doxorrubicina e a epirrubicina foram amplamente
utilizados no tratamento do cancer de mama durante varias décadas. Esta classe

de drogas inibe a topoisomerase |l e assim, induz a apoptose de células;

4. Ciclofosfamida: Consiste em um pro-farmaco muito importante para o
tratamento do cancer de mama. Normalmente é incorporada a quimioterapia do
cancer de mama como um adjuvante (WESTBROOK; STEARNS, 2013).
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Por fim, a associacdo de terapias pode ser uma alternativa interessante,
uma vez que pode melhorar a eficacia do tratamento e prolongar a vida do

paciente.

Tradicionalmente, a cura do cancer tem sido considerada quando a doenca
€ completamente eliminada do paciente e este passa a ter uma expectativa de
vida normal, sem o risco de recorréncia (HAYBITTLE, 1991). No entanto, mesmo
com o0s mais avancados métodos de imagem ou laboratoriais de vigilancia
radiolégica, € muito dificil ter a certeza de que o cancer foi totalmente erradicado,
uma vez que O cancer apresenta tanto a doenga macroscopica quanto a
microscépica. Assim, mesmo quando a doenca macroscoépica foi eliminada, a
doenca microscopica pode persistir, e neste caso o cancer pode retornar apos

anos de remissao (LI et al., 2012).

2.0 Peconhas de serpentes: fonte de moléculas bioativas

Devido a complexidade de tratamento do cancer, e aos diversos subtipos
existentes, muito esforco tem sido focado na procura de drogas apropriadas para
seu tratamento. Assim, a busca de novos farmacos em fontes alternativas de

moléculas bioativas, consiste em uma abordagem bastante interessante.

O Brasil é um pais com uma rica biodiversidade. As serpentes em nosso
pais sao consideradas referencia para outros paises tropicais, tanto
zoologicamente quanto ecologicamente (CHIPPAUX, 2015). As peconhas de
serpentes sdo fontes de substancias bioativas com diversas atividades
farmacoldgicas. Assim, o0s potenciais farmacologicos de componentes da
peconha, aliado as inovagdes em biotecnologia, possibilitam o descobrimento ou

o design de novos farmacos.

As peconhas de serpentes sdao compostas por uma mistura complexa de
peptideos e proteinas, sendo que sua composi¢cao pode variar de acordo com o
género da serpente. Entretanto, independentemente do género, todas as

peconhas séo ricas em substancias biologicamente ativas (IWANAGA, 1979) que
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atuam em importantes alvos fisiolégicos das presas dos animais ou do homem,
em casos de acidentes. Os principais tecidos-alvo das peconhas sdo os sistemas
nervoso e circulatério, os quais apresentaram intensas reacfes inflamatorias,

causando a necrose do tecido.

As enzimas sao abundantes nas peconhas e incluem fosfolipases A;
(PLA2s), hialuronidases, L-aminoacido oxidases (LAAOs), esterases, 5'-
nucleotidases, NAD nucleosidades, metaloproteases e serinoproteases
(STOCKER, 1990). Outros componentes também estdo presentes: citrato, ions
metdlicos, carboidratos, nucleotideos e em menor proporcdo lipideos e
aminoécidos livres (BIEBER, 1979; FREITAS et al., 1992).

Dentre 0s componentes enzimaticos que apresentam citotoxicidade,
destacam-se as LAAOs e as PLA,s (PERUMAL SAMY et al., 2007; CISCOTTO et
al., 2009; GEBRIM et al., 2009; COSTA TORRES et al.,, 2010), com acdes
antitumoral, antibacteriana e antiparasitaria. Além disso, outras atividades
bioldgicas interessantes estdo associadas com componentes da peconha, como a
degradacdo de matriz extracelular (DE MORAES; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006)
e inibicdo da adesédo e migracdo de células tumorais (BAZAA et al., 2009).

Assim, dada as inumeras acles farmacolégicas associadas aos
componentes das peconhas de serpentes, estas apresentam grande potencial
para a terapéutica do cancer (VYAS, BRAHMBHATT et al. 2013), seja atuando na

destruicdo de células tumorais ou inibindo a adesado e migragéo celular.

2.1. As Fosfolipases A;

As fosfolipases A, (PLA,s, EC 3.1.1.4) sdo enzimas capazes de clivar
fosfolipideos na posicdo sn-2, gerando acidos graxos livres e lisofosfolipideos
(ARNI; WARD, 1996; KINI, 2005). Fisiologicamente, as PLA,S sao responsaveis
pela liberacdo de &acido araquidbnico, um acido graxo que € precursor na

producdo de hormdnios eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos e

25



leucotrienos) (FUNK, 2001). Assim, as PLA,s estao relacionadas com diferentes
efeitos bioldgicos, gerados por meio de ativacdo de vias de sinalizacao celular.

As PLA,s encontram-se amplamente distribuidas em diversos organismos
vivos e de acordo com a origem, massa relativa e quantidade de ligacdes
dissulfeto sdo divididas em 15 classes, as quais podem ser agrupadas em 5
categorias, a saber: PLA, secretdria (sPLA;), PLA; citosélica (cPLA;), PLA;
independente de Ca®" (iPLA,), PAF—acetilhidrolases (PAF-AH) e por fim, as PLAs
lisossomais (SCHALOSKE; DENNIS, 2006).

O grupo das iPLA; possuem massa molecular entre 28 e 146 kDa e no sitio
catalitico apresentam um residuo de Serina. As PAF-AH sdo abundantes em
mamiferos, principalmente no sistema nervoso central e em plaguetas. As cPLA,
tem acdo catalitica dependente de Ca®* e sdo caracterizadas por apresentar
massa molecular variando de 61 a 114 kDa; por conter no sitio catalitico residuos
de Serina e Aspartato; e por hidrolisar preferencialmente glicerofosfolipideos
contendo acido araquidbnico na posicao sn-2. As PLA;s lisossémicas contém uma
triade conservada dos residuos Ser-His-Asp e quatro residuos de Cisteina,
essenciais para a atividade catalitica (BURKE; DENNIS, 2009b).

As sPLA; constituem a classe de PLA,s com maior diversidade e melhor
descricao na literatura. As sPLA; apresentam baixo peso molecular, sua catalise é
dependente de Ca®" e podem ser distribuidas entre os grupos IA, 1B, lIA, 1IB, IIC,
D, lE, IIF, 1, V, IX, X, XIA, XIB, XllI, Xl e XIV. As sPLA, presentes nas
peconhas de serpentes estdo reunidas nos grupos | e Il (SCHALOSKE; DENNIS,
2006; BURKE; DENNIS, 2009b) e apresentam de 119 a 143 residuos de
aminoéacidos, com peso molecular variando de 13 a 18 kDa. As enzimas do grupo
| s&o comumente encontradas em peconhas da familia Elapidae e Hydrophidae,
enquanto que as do grupo Il sdo encontradas principalmente em peconhas de
serpentes da familia Viperidae (DE OLIVEIRA et al., 2001).

Ainda, as sPLA; isoladas de peconhas de serpentes podem ser divididas
em dois subgrupos principais, Asp-49 (D49) e Lys-49 (K49), dependendo de qual

aminoacido esta presente na posicao 49 da estrutura primaria (OWNBY et al.,
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1999; BURKE; DENNIS, 2009a; BURKE; DENNIS, 2009b; VYAS et al.,, 2013;
RODRIGUES et al., 2015). As PLA,;s com Asp-49 sdo enzimaticamente ativas,
enquanto que as Lys-49 tem pouca ou nenhuma atividade enzimatica, embora
ambos os tipos sejam biologicamente ativas (COGO et al., 2006). A falta de
atividade é devido a presenca da Lisina na posi¢do 49, que impede a ligacdo do
ion calcio a proteina, que constitui um passo essencial para a atividade
fosfolipasica. Apesar da falta de atividade catalitica, as PLA,S Lys-49 possuem
atividade citotoxica, a qual é atribuida a uma colecdo de aminoéacidos catiénicos e
hidrofébicos presentes na regido C-terminal da PLA; (PERUMAL SAMY et al.,
2007; NEVALAINEN; GRAHAM; SCOTT, 2008).

As PLA;s de peconhas ofidicas estdo envolvidas normalmente em diversos
processos fisiolégicos, tais como edema, hipotensdo, agregacao plaquetaria,
cardiotoxicidade e neurotoxicidade (DENNIS, 1994; TEIXEIRA et al., 2003; KINI,
2005; DE ALVARENGA et al., 2011; GUIMARAES et al., 2014; RODRIGUES et
al.,, 2015), o que gera grande interesse médico-cientifico. As maiorias das
atividades biolégicas estdo relacionadas com a desestabilizacdo de membranas
biolégicas e geracdo de moléculas sinalizadoras (DENNIS, 1994; BURKE;
DENNIS, 2009a; ALOULOU et al., 2012; RODRIGUES et al., 2015). Assim, as
PLAs de pegonhas tornaram-se alvos constantes de investigagao.

Uma Lys49-PLA,, purificada da peconha da serpente Daboi russelli
pulchella e denominada VRV-PL-VIII-A, exibe potente atividade antibacteriana,
atuando contra bactérias patogénicas humanas gram-positivas e gram-negativas,
(SUDHARSHAN; DHANANJAYA, 2015). Aléem da acao antibacteriana, as PLA,S
podem apresentar atividade antiparasitaria, como € o caso de uma Lys49-PLA;
(BnSP-7) da peconha de Bothrops pauloensis que mostrou atividade citotoxica
contra formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis,
reduzindo a viabilidade e interferindo na capacidade infecciosa do parasito
(NUNES et al., 2013).

Ainda, algumas PLA,s de peconha de serpentes tem sido associada com
atividade antitumoral in vivo e in vitro. Trés Asp49-PLA,s purificadas da peconha
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de Naja naja naja (NN-12C-PLA,, NN-I2D-PLA; e NN-12C-PLA;) enzimaticamente
ativas apresentaram efeito citotoxico in vitro em células de tumor de Ehrlich
(RUDRAMMAUJI; GOWDA, 1998). Outra atividade interessante foi a citotoxicidade
de trés PLA,s de Bothrops mattogrossensis, denominadas BmatTX-1 e BmatTX-II
homélogas (Lys-49) e BmatTX-lll (Asp-49), em células de leucemia humana de
células T (JURKAT) e adenocarcinoma da mama Her-2 positivas (SK-BR-3). As
toxinas BmatTX-l e BmatTX-lll foram citotéxicas para ambas as linhagens
tumorais reduzindo em aproximadamente 80% o crescimento in vitro (DE MOURA
et al., 2014). Yan e colaboradores investigaram a atividade antitumoral de uma
crotoxina (CrTx), uma PLA; formada por um complexo ndo covalente com duas
subunidades (uma é&cida e uma basica) de Crotalus durissus terrificus, que foi
capaz de induzir a morte celular em linhagens de leucemia (K562) por apoptose e
autofagia. Neste caso, a citotoxicidade foi associada com dano mitocondrial e
consequente ativacdo da caspase-3. (YAN et al.,, 2006) Em outro trabalho o
mesmo grupo avaliou a citotoxicidade por MTT e atividade da LDH em células de
cancer de mama (MCF-7) tratadas com diferentes concentracées da crotoxina, na
presenca e na auséncia de inibidores de caspase. Foi observada uma reducéo na
viabilidade celular do tipo dose-tempo-dependente e um estimulo no processo
autofagico revelado pelo aumento na formacéo de autofagossomas e presenca de
vacuolos fluorescentes marcados monodansilcadaverina, um marcador de
autofagia (YAN et al., 2007).

Como comentado anteriormente, a citotoxicidade de PLA,s pode estar
associada com a porcdo C-terminal da proteina. Um estudo mostrou que a
modificacdo quimica de uma Asp49-PLA, da peconha de Macrovipera lebetina
transmediterranea (MVL-PLA;) com p-bromo-phenacyl bromide (BPB), promoveu
inibicAo da atividade enzimatica da toxina. Entretanto, tal modificagdo néo
resultou em alteracdo da atividade anti-tumoral em células de melanoma e
fibrosarcoma, sugerindo que a acdo citotdxica € distinta do sitio catalitico da
toxina (BAZAA et al., 2009).

Em nosso Laboratorio foram purificadas duas Lys49-PLA;s cataliticamente

inativas (BnSP-6 e BnSP-7) obtidas da peconha de Bothrops pauloensis. Ambas
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as fosfolipases estdo associadas com diversos efeitos biologicos, incluindo
miotoxicidade, formacdo de edema, inflamacdo, neurotoxicidade e necrose. A
PLA,-BnSP-7, como comentado anteriormente, exibe potencial citotoxico contra
Leishmania, reduzindo a viabilidade e proliferacdo do parasito, além de causar
mudancgas relevantes na ultraestrutura do promastigota (NUNES et al., 2013).
Essa mesma toxina apresentou atividade bactericida em concentracdes variando
de 20 a 60 uM (SOARES et al., 2000). A PLA,-BnSP-6 possui massa molecular
de 13.420 Da, 122 residuos de aminoacidos, apresenta-se na forma dimérica,
possui alto conteddo de aminoacidos basicos e hidrofobicos e ponto isoelétrico
(Pl) de 8.6. Essa fosfolipase também nédo apresenta atividades fosfolipasica ou
coagulante (RODRIGUES et al., 1998; MAGRO et al., 2003). Por fim, sua
estrutura exibe semelhanca com outras PLA,-Lys-49, bem como em sua

composicdo de aminoacidos.

A PLA,-BnSP-6, homdloga a PLA,-BnSP-7, ainda ndo foi submetida a
ensaios que avaliem seu potencial citotéxico em microrganismos ou células
tumorais. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito citotoxico da
PLA,-BnSP-6, isolada da peconha de Bothrops pauloensis, em células de
adenocarcinoma de mama (MDA-MB 231). Na sequencia serdo apresentados os
resultados da avaliacdo do efeito da toxina na viabilidade celular e em diferentes
mecanismos de morte celular (necrose, apoptose e autofagia). Adicionalmente, foi
analisada a capacidade da toxina em interferir com a ades&do e migracao celular,

processos considerados essenciais para a progressao do tumor.
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Resumo

PLA,s isoladas da peconha de serpentes exibem varias atividades
biolégicas e atualmente, tem sido relacionadas com véarias propriedades
antitumorais e anti-angiogénicas. Neste trabalho mostramos os efeitos da
fosfolipase A, (BnSP-6), uma Lys-49, isolada da peconha de Bothrops pauloensis,
em células MDA-MB-231 de cancer da mama humano. A PLA»-BnSP-6,
apresentou citotoxicidade dose-dependente nas concentracdes de 12,5 a 100
mg/mL e inibiu a adesao celular. Interessantemente, o potencial citotéxico da
BnSP-6 foi relativamente menor em MCF10A, uma linhagem de célula epitelial
mamaria normal, sugerindo uma possivel preferéncia da PLA; por alvos em
células tumorais. Nas analises de morte celular a BnSP-6 estimulou o processo
de autofagia em células MDA-MB-231, como observado pela marcacédo de
vacuolos autofagicos. Em ensaios de apoptose/necrose as células MDA-MB-231
cultivadas na presenca de BnSP-6 (10 e 50 ug/mL) apresentaram indugao tanto
na apoptose inicial quanto tardia. A apoptose também foi confirmada em células
MDA-MB-231 pelo aumento na expressado de varios genes relacionados as vias
de apoptose, tais como TNF, TNFRSF10B, TNFRSF1A e CASP8 e também pela
diminuicdo na expressdo de genes anti-apoptoticos (BCL2 e BCL2L). Além da
influencia na expressao de genes de vias apoptéticas, a BnSP-6 também causou
notavel aumento na expresséo dos genes de supressao tumoral BRCA2 e TP53.
Finalmente, a BnSP-6 induziu reducdo na expressao do gene de Angiopoietina-1
(fator pro-angiogénico), bem como na adesdo e migracdo de células MDA-MB-
231, sugerindo aplicacOes terapéuticas para esta PLA, como agente anti-
angiogénico e anti-metastatico. Em conjunto, nossos resultados confirmam que a
PLA,-BnSP-6 apresenta potencial antitumoral, podendo ser explorada como

protétipo para o desenvolvimento de novas terapias anticancer.

Palavras chave: Fosfolipases A, Cancer de mama, Toxinas de serpentes,

Apoptose, Autofagia, Migracao celular.
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Abstract

PLA,s from snake venom display various biological activities and currently,
has been reported that have antitumor and antiangiogenic properties. This work
shows the effects of phospholipase A, (BnSP-6), a Lys 49 isolated from Bothrops
pauloensis venom, on human breast cancer MDA-MB-231cell. PLA, BnSP-6
caused a dose-dependent cytotoxicity at concentrations of 12.5 - 100 pg/mL and
inhibited the cell adhesion. Interestingly the cytotoxic potential of BhSP-6 was
significantly lower against MCF10A, a non-tumorigenic breast epithelial cell line,
suggesting that the PLA, presented a possible preference for targets in cancer
cells. Analysis of cell death showed that BnSP-6 stimulated the autophagy process
on MDA-MB-231 cell, as evidenced by labeling of autophagic vacuoles. Moreover,
apoptosis/necrosis assays showed that MDA-MB-231 cell cultured in presence of
BnSP-6 (10 and 50ug/mL) presented induction of both early and late apoptosis.
Apoptosis of MDA-MB-231 cells was also confirmed by up regulation of different
genes related to apoptosis pathway, such as TNF, TNFRSF10B, TNFRSF1A and
CASP8 and decrease of anti-apoptotic genes expression (BCL2 and BCL2L). In
addition, BnSP-6 caused remarkable gene expression increased of tumors
suppressor BRCA2 and TP53. Finally, BnSP-6 induced down-regulation of
Angiopoetin 1 gene (potent pro-angiogenic factor) and inhibited adhesion and
migration of MDA-MB-231 cells suggesting pharmaceutical applications to this
PLA, as an antiangiogenic and anti-metastatic therapeutic agent. Taken together
our results showed that PLA, BnSP-6 presented antitumor potential that can be
exploited as prototype for the design of new anticancer therapies.

Keywords: Phospholipases A,, Snake venom, Breast cancer, Apoptosis,

Autophagy, Cell migration.
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1. Introduction

Cancer is a multifactorial disease, characterized by uncontrolled cell
division due to molecular changes such as mutations and chromosomal
instabilities. These alterations can result in self-sufficiency in growth signals,
insensitivity to growth-inhibitory (antigrowth) signals, limitless replicative potential,
evasion of programmed cell death (apoptosis), sustained angiogenesis, tissue
invasion and metastasis (HANAHAN; WEINBERG, 2000; SORLIE et al., 2006;

HANAHAN; WEINBERG, 2011).

This disease has been considered an important public health problem since
it is among the leading causes of morbidity and mortality worldwide, accounting for
8.2 million deaths in 2012 (STEWART, 2014). In this scenario, breast cancer has
been characterized as the second most common disease worldwide among

women (WHO, 2014).

Breast cancer is a complex disease that presents many subtypes with
different biological features and that consequently requires different therapies.
The search for new drugs for cancer therapy from natural resources is one
important topic of biomedical research. In this context many toxins from snake
venoms have been investigated as a possible treatment for cancer
(RUDRAMMAJI; GOWDA, 1998; YAN et al., 2006; YAN et al., 2007; DE MOURA
et al., 2014); among these compounds are metalloproteinases, disintegrins, C-type
lectins and phospholipases A, (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002; CORREA et al.,
2006; GEBRIM et al., 2009; KLEIN et al., 2011; VYAS et al., 2013; CALDERON et

al., 2014).
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PLA,s are enzymes responsible for some toxic and/or pharmacological
effects such as myotoxicity, neurotoxicity, hemolysis, hypotension, anticoagulant
action, edema and platelet disturbances (TEIXEIRA et al., 2003; DE ALVARENGA
et al., 2011). Besides their pathophysiological effects, they have also shown
therapeutic potential, due to their microbicide, antiplatelet, anti-angiogenesis,
antiparasitic, hypotensive and antitumor activities (YAN et al., 2006; YAN et al.,

2007; NUNES et al., 2013; SUDHARSHAN; DHANANJAYA, 2015).

Many studies have explored the antitumor effect of PLA,s by assessing
their capacity to inhibit tumor mass growth (RUDRAMMAJI; GOWDA, 1998), cell
adhesion and migration (BAZAA et al., 2009) and angiogenesis (BAZAA et al.,
2009; KESSENTINI-ZOUARI et al., 2010). These toxins are also able to interfere
with viability by inducing cell death by autophagy or apoptosis (YAN et al., 2006;

YAN et al., 2007).

About 27% of Bothrops pauloensis venom consists of PLA,s, according to
proteomic studies (RODRIGUES et al., 2012), which are considered a promising
source of therapeutic models (RODRIGUES et al., 2015) for treatment of different
illness. From this venom, different Lys-49 and Asp-49 PLA; isoforms including
basic (BnSP-6, BnSP-7, BnpTX-l and BnpTX-Ill) (RODRIGUES et al.,, 1998;
MAGRO et al., 2003; RODRIGUES et al.,, 2004) and acidic phospholipases A,
(Bp-PLA; and BpPLA; TX-I) (RODRIGUES et al., 2007; FERREIRA et al., 2013)
have already been isolated and analyzed, both biochemically and structurally.
Some of these toxins were capable of inhibiting bacteria, parasites and tumor

growth (RODRIGUES et al., 2004; RODRIGUES et al., 2007; FERREIRA et al.,
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2013; NUNES et al., 2013). BnSP-6 is a Lys-49 PLA, homologue isolated from B.
pauloensis (RODRIGUES et al., 1998), but in contrast to other PLA,s from this
venom, it has not yet been investigated in relation to its therapeutic potential.
Thus, considering all the pharmacological potential of PLA,s as a structural model
for drug design for cancer therapy, herein we describe the mechanisms of cell
death induced by the Lys-49 PLA,; known as BnSP-6 in the human breast cancer

cell MDA-MB-231 (Basal-like subtype).

2. Materials and methods

2.1. Venom

Bothrops pauloensis crude venom was collected from snakes kept at
Serpentarium Bioagents, LTDA, Batatais-SP, Brazil. This serpentarium is
registered in the Brazilian Institute of the Environment and Renewable Natural
Resources (number 471301). This study was authorized by the National Council
for Scientific and Technological Development (CNPq), Brazil for access to and

remittance of genetic patrimony (number 010 453/2014-8).

2.2. Lys-49 BnSP-6 purification and N-terminal sequence

BnSP-6 was purified from Bothrops pauloensis venom as previously
described by Rodrigues et al., 1998 with minor modifications. Briefly, crude venom
(200 mg) was dissolved in 2 mL of 50 mM ammonium bicarbonate (AMBIC) pH 7.8
and centrifuged at 3000 g for 10 minutes at 4°C. The supernatant was submitted
to an ion-exchange chromatographic column CM-Sepharose (Amersham

Biosciences, Brazil) fast flow and fractions of 1mL/tube were collected at 6.5 mL/h
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(flow rate by a collector Redifrac fraction (Amersham Biosciences of Brazil Ltda).
Fractions containing PLA, (BnSP-6) were monitored by Ultrospec 1000
spectrophotometer (Amersham Pharmacia Biotech, Brazil) by absorbance at 280
nm, lyophilized and stored at -20 °C. BnSP-6 was rechromatographed by reverse-
phase chromatography (RP-HPLC) C18 column (GE healthcare-Life sciences,
Brazil). The column was equilibrated with solvent A (0.1% trifluoroacetic acid, 4%
acetonitrile) and eluted with a concentration gradient of solvent B (0.1%
trifluoroacetic acid, 80% acetonitrile) from 0% to 100%, at a flow rate of 0.5
mL/min for 33 min. The single peak ABS 280 nm was lyophilized and stored at -
20°C and later was submitted on 12.5% SDS PAGE (v/v) according to a previous

description (LAEMMLI, 1970).

The amino-terminal sequence of the first 34 amino acid residues of BnSP-6
was obtained by the Edman degradation method of protein sequencing (EDMAN;
BEGG, 1967). Purified proteins were directly applied on a glass fiber membrane
(Wako Pure Chemicals Industries, Osaka, JP) and subjected to analysis in an
PPSQ-33A automatic protein sequencer (Shimadzu, Columbia, US). PTH-amino
acids were chromatographed on a reverse phase column with isocratic gradient.
The quantification and identification of amino acid residues were carried out by
comparing the retention times of the standard amino acids (25 pmol),
chromatographed before sequencing. The N-terminal amino acid sequence of
BnSP-6 was aligned with sequences available in the Gene Bank and Swiss-Prot

databases using the Clustal program (THOMPSON; FRENCH, 1994).
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2.3. Cell culture

MDA-MB-231 (Basal-like subtype), a human breast cancer cell line, and
MCF10A, a non-tumorigenic breast epithelial cell line, were obtained from
American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, USA). The MDA-MB-231
cells were maintained in IMDM medium (Sigma, Brazil) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS), 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin
(complete IMDM) at 37°C and 5% CO,. MCF10A cells were maintained in DMEM
F12 medium (Sigma, Brazil) supplemented with EGF 20 ng/mL, hydrocortisone 0.5
Mg/mL and insulin 10 pg/mL (Invitrogen, Brazil) with 10% FBS (Cultilab, Brazil),
100 U/mL penicillin and 100 ug/mL streptomycin (Sigma, Brazil) at 37°C and 5%

CO..

2.4. Cytotoxicity assays

Cytotoxicity assays on MDA-MB-231 and MCF10A cells treated with BnSP-
6 were performed by MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) method as described below. The cells (4 x 10* cells/well) were placed on
a 96-well plate to test for adhesion. Adhering cells were incubated with complete
IMDM in the absence (control cells) or presence of different concentrations of
BnSP-6 for 24 h at 37 °C and 5% CO,. After 24 h the cells were incubated with
MTT reagent (5 mg/mL, 20 uL/well) for 3 h. The formazan crystals were dissolved
by 100 pL of phosphate buffered saline (PBS) containing 10% SDS and 0.01 N
HCI. The optical density was determined at 570 nm in a plate reader (Multiskan

GO Thermo Scientific, USA).
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2.5. Autophagy assay

Autophagic vacuoles were labeled with monodansylcadaverin (MDC, Sigma
Brazil). Briefly, cells were placed into microplates and incubated with BnSP-6
(50 pg/mL) for 24 h. IMDM complete containing 0.05mmol/L MDC was added and
the cells were incubated at 37°C for 10 min. After incubation, cells were washed
with PBS and fixed with a solution of 4% paraformaldehyde for 15 min. Lastly the
cells were washed with PBS 3 times and the microplates were analyzed by

fluorescence microscopy (Zeiss LSM510, Germany).

2.6. Apoptosis analysis

MDA-MB-231 cells (2 x 10°/well) were placed in 12-well culture plates and
maintained at 37°C, in 5% CO,, for 24 h. Adhering cells were incubated for 24 h
with complete IMDM in the absence (control cells) or presence of BnhSP-6 (10 and
50 pg/mL). In the next step, the cells were incubated with a specific binding buffer
containing 5 pL of annexin V-FITC and 2 ug/mL propidium iodide (BD Bioscience,
Brazil) for 30 min at 25°C, protected from light. After incubation the cells were
analyzed by flow cytometry (BD Accure C6, USA). The percentages of apoptotic

cells were determined using the software FlowJo.

2.7. Total RNA isolation and RT-PCR

MDA-MB-231cells were incubated with BnSP-6 (50 pug/ml) for 24h and total
RNA was extracted using TRIZOL reagent (Invitrogen, Brazil) according to the
manufacturer’s protocol. The cDNAs were synthesized by a reverse transcription

system (GoScript® Kit PROMEGA, Brazil). The reverse transcription was carried

52



out at 42°C for 1 h followed by incubation at 70°C for 15 min. Real-time PCR
experiments were performed using SYBR Green PCR master mix (LGC
Biotecnologia, Brazil) in a Thermal Cycler (ABI 7300 - Applied Biosystem, USA ).
The following thermal cycling protocol was used: 95°C for 10 sec, 58°C for 45 sec
(50 cycles). The primers were purchased from GO GENONE — HCAN-1®, Brazil)
The results were normalized using B-actin as a housekeeping gene and analyzed

by a comparative threshold cycle method (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

2.8. Cell Adhesion assay

MDA-MB-231 cells (4 x 10* cells/well) previously incubated for 30 min at
37°C with complete IMDM containing BnSP-6 (3.12, 6.25, 12.5, 25 and 50 ug/mL)
or without BnSP-6 (control cells) were added to a 96-well plate. After 2 h, the
detached cells were removed by two careful washes with PBS. The adherent cells
were guantified by the MTT assay as described in item 2.4. The reaction intensity
was measured by optical density at 570 nm using a microplate reader (Multiskan

GO Thermo Scientific, USA).

2.9. Wound-healing assay

Cell migration was examined by a wound-healing assay (CHIU et al., 2011).
Briefly, a total of 3x10° cells/well were seeded onto 24-well plates. After complete
confluence was achieved, the culture cell monolayers were scratched using a
plastic pipette tip. Then, the cell monolayers were incubated for 24h with IMDM

medium in the absence (control cells) or presence of BnSP-6 (50 ug/mL). The
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cellular confluence was analyzed in an inverted optical microscope (Nikon Eclipse

TS100, Japan).

2.10. Statistical analysis

The results were presented as mean * standard deviation (S.D.). Statistical
significance values were compared to controls with either Student's t-test or one-
way ANOVA, followed by Tukey’s test using the software Prism GraphPad 5

(GraphPad Software, Inc). A value of p < 0.05 was considered significant.

3. Results

3.1 Isolation of BnSP-6 PLA,

BnSP-6 PLA, was purified after a combination of two chromatography
steps, CM Sepharose chromatography (Fig. 1A) and reverse-phase
chromatography (RP-HPLC) (Fig. 1B). The homogeneity of this PLA, was
corroborated by SDS-PAGE and N-terminal sequence (Fig. 1C and Fig. 1D). The
purified protein consists of a single polypeptide chain with Mr (13.4 kDa) and its N-
terminal sequence (thirty-four amino acid residues) was identical with protein
sequence described in protein data bank (PDB access number: 1PC9A ) (Fig. 1

D).

3.2. Cytotoxic effect of BnSP-6 on MDA-MB-231 cells
BnSP-6 displayed cytotoxicity against the MDA-MB-231 cell line. The PLA;
reduced the viability in a dose-dependent manner, damaging about 10 to 45% of

MDA-MB-231 cells at concentrations of 12.5-100 yg/mL (Fig. 2A). Interestingly,
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the cytotoxic potential of BnSP-6 was significantly lower against MCF10A, a non-

tumorigenic breast epithelial cell line (Fig. 2B).

3.3. Cell death induced by BnSP-6 in MDA-MB-231 cells

BnSP-6 stimulated autophagic processes in MDA-MB-231 cells as
evidenced by the appearance of punctuate monodansylcadaverine (MDC)
fluorescence in the cytoplasm cells whereas no fluorescence was observed in the
cytoplasm of control cells (Fig. 3). Furthermore, analysis by flow cytometry of cells
after binding with annexin V/FITC and propidium iodide showed increase of
apoptotic cells in MDA-MB-231 incubated with BnSP-6 for 24h (Fig. 4A). PLA;
transformed 19.5% and 27.7% of MDA-MB-231 cells into early apoptotic cells and
35.6% and 65.3% of cells into late apoptotic cells when incubated with 10 and 50
pMg/mL of PLA,, respectively. Low percentages of necrotic cells were observed in
BnSP-6-treated cells. Control MDA-MB-231 cells showed, as expected, low

percentages of necrotic and apoptotic cells (Fig. 4B).

3.4. Gene expression of apoptosis mediators in MDA-MB-231 cells induced

by PLA, BnSP-6

Gene expression of apoptosis-inducing signaling molecules was evaluated
in MDA-MB-231 cells after culturing in the presence of BnSP-6 (Table 1). TNF,
TNFRSF10B, TNFRSF1A and CASP8 genes were up-regulated while BCL2,
BCL2L, BAX and BAD were down-regulated in MDA-MB-231 cells. P53 and

BRCA2 genes, which are related to tumor suppressor markers, were stimulated by
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BnSP-6 treatment. Furthermore, BnSP-6 was able to decrease expression of

BIRC5 (anti-apoptotic gene) and ANGP1 (pro-angiogenic factor) (Table 1).

3.5. Influence of BnSP-6 on adhesion and migration of MDA-MB-231 cells

Cell adhesion and migration play a key role in the metastatic process. As
shown in Fig. 6, BnSP-6 inhibited the adhesion of MDA-MB-231 cells even in the
presence of very low concentrations (3.125 pug/mL), an inhibitory effect that was
dose-dependent. In addition, the wound healing assay (Fig. 7) showed that BnSP-
6 (50 pg/mL) significantly abolished cellular migration when compared to control

cells.

4.0. Discussion

BnSP-6 is a Lys49 PLA; previously isolated from B. pauloensis venom by
Rodrigues et al. (1998). Some studies have provided evidence that snake venom
toxins, such as PLA,, show great potential as a prototype for the design of anti-
tumor drugs (ARAYA; LOMONTE, 2007; MAITY et al., 2007; YAN et al., 2007,
RODRIGUES et al., 2009; KHUNSAP et al., 2011). Thus, in this present study we
report antitumoral effect of Lys49-PLA, BnSP-6 upon a breast-cancer-cell line.
Initially, we isolated BnSP-6 PLA; (Fig. 1) and the N-terminal sequence (thirty-four
amino acid residues) of BnSP-6 PLA, isolated in the present study revealed

complete identity with protein sequence previously (Fig. 1 D).
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After confirming the homogeneity of BnSP-6, we evaluated the capacity of
this protein to induce MDA-MB-231 cellular death by different approaches. This
PLA, induced a dose-dependent cytotoxic activity on MDA-MB-231 cells (Fig. 2A)
and interestingly, sub-toxic doses (6.25 pg/ml) of this toxin produced a remarkable
effect on cell adhesion (Fig. 6). Furthermore, BnSP-6 exhibited a selective
cytotoxic action according to cell type, showing lower toxicity in MCF10A cells
when compared to toxicity in MDA-MB-231 cells (Fig. 2B). MCF10A cells
corresponding to a non-tumorigenic breast epithelial cell line, suggesting thereby
that the toxin presents a possible preference for targets in cancer cells. Some
Lys49-PLA,s have been investigated as to their cytotoxic potential upon different
cancer cell lines. BthTX-l from Bothrops jararacussu induced cytotoxicity on
Jurkat, B16F10 and S180 cell lines (GEBRIM et al., 2009). MjTX-Il, a myotoxic
PLA, from Bothrops moojeni displayed antitumoral activity against Erlich ascitic
tumor, human breast adenocarcinoma (SK-BR-3) and Jurkat cells (STABELI et al.,

2006).

In order to investigate the cytotoxic mechanism induced by the Lys-49
BnSP-6, we evaluated three death mechanisms: autophagy, apoptosis and
necrosis. Autophagy is a survival mechanism that is activated in cells deprived of
nutrients or growth factor and can protect cells from various apoptotic stimuli (LUM
et al., 2005; RAVIKUMAR et al., 2006). Nevertheless, cytotoxic stimuli can activate
autophagic death in cells expressing anti-apoptotic genes (Bcl-2 or Bcl-xL) and not
undergoing apoptosis (SHIMIZU et al., 2004). Therefore, autophagy can develop

as a primary response to stress stimuli and then trigger apoptosis or necrotic cell
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death and could be especially important in apoptosis-resistant cell lines

(GOZUACIK; KIMCHI, 2004).

BnSP-6-induced formation of autophagic vacuoles in MDA-MB-231 cells
was revealed by punctuate MDC staining in the cytoplasm (Fig. 3), suggesting that
autophagy plays a significant role in MDA-MB-231 cell death by PLA,. This toxin
also induced early and late apoptosis in MDA-MB-231 cells when compared with
the control cells (Fig. 4). There is no clear distinction between different death
mechanisms, which are dependent on the molecular event that is most prominent
at the time of cell death (THORBURN, 2008). Yan, 2007 showed that both
autophagy and apoptosis are activated in breast cancer cell (MCF-7) death by

crotoxin (CrTX), a cytotoxic PLA, from Crotalus durissus terrificus.

The ability of cancer cells to escape from apoptosis is one of the important
hallmarks of cancer and is a major target of cancer treatment (IGNEY;
KRAMMER, 2002). In order to elucidate the molecular mechanism used by BnSP-
6 to activate apoptosis in MDA-MB-231 cells, we examined the expression of
apoptosis-related genes such as TNF, TNFRSF10B, TNFRSF1A, CASP8, BCL2,
BCL2L, BIRC5, BAX and BAD (Table 1). Apoptosis can be triggered through either
the extrinsic and/or the intrinsic pathways. The extrinsic pathway involves
transmembrane receptor-mediated interactions known as death receptors, such as
TNFR-1 or Fas receptor and, in this case, the apoptosis is induced through the
activation of cellular caspases (ZIMMERMANN; BONZON; GREEN, 2001). The
intrinsic pathway is mediated through a mitochondria-dependent mechanism that

is regulated by members of the Bcl-2 family, which can be subdivided into anti-
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apoptotic members, (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Al and Mcl-1) and pro-apoptotic

members (Bax, Bak, Bad, Bid, Bmf, and others) (BORNER, 2003).

Our results showed that BnSP-6 up-regulated the expression of important
genes associated with the extrinsic pathway such as TNF, TNFRSF10B,
TNFRSF1A and CASP8 (Table 1) and down-regulated BCL2 and BCL2L (Tablel),
which are anti-apoptotic genes related to the mitochondrial pathway. In contrast,
BnSP-6 decreased expression of the pro-apoptotic genes BAX and BAD.
Cardiotoxin Il from Naja naja atra also inhibited cell proliferation and apoptosis in
breast cancer lines (MCF-7 and MDA-MB-231) correlated to up-regulation of Bax,
and down-regulation of Bcl-XL and Bcl-2 (CHIU et al., 2009; LIN et al., 2010). Our
data support the hypothesis that BnSP-6 exerts its apoptosis-inducing effect on

MDA-MB-231 cell presumably by both intrinsic and extrinsic pathways.

Furthermore, we investigated the modulation of tumor suppressor genes
BRCA2 and TP53 (Tablel). The TP53 gene provides instructions for biosynthesis
of p53 protein that acts as a tumor suppressor. The p53 protein is a fundamental
mediator in cellular processes of growth arrest and apoptosis (LOWE et al., 1993;
AGARWAL et al., 1998). In the same manner, BCRA2 gene contains information
for the biosynthesis of a protein that acts as a tumor suppressor and is involved in
repairing damaged DNA (PATEL et al., 2008). Breast cancer susceptibility has
been linked to the BCRA2 gene and interestingly, our results showed remarkable
increase gene expression of BRCA2 and TP53. Induction of apoptosis in prostate
cancer cells by snake venom toxin from Vipera lebetina was accompanied by a

significant increase of pro-apoptotic proteins expression such as p53, Bax,
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caspase-3, and caspase-9 (SON et al., 2007). It was also shown that the PLA,
CrTX induces significant anti-tumor effects by inducing cell apoptosis probably due
to activation of caspase-3 and by cell cycle arrest mediated by increased p53
expression (YE et al., 2011).

BnSP-6 induced down-regulation of the BIRC5 gene in MDA-MB-231 cells
(Table 1), as did Cardiotoxin Il (LIN et al., 2010). The protein BIRC5 is a member
of the family known as inhibitors of apoptosis (IAPs), and is able to inhibit caspase
activation (AMBROSINI; ADIDA; ALTIERI, 1997; TAMM et al., 1998; CHIOU;
JONES; TARNAWSKI, 2003). Therewithal BIRC5 is overexpressed in breast
cancer lines and its regulation seems to be linked to the protein p53 that represses
BIRC5 expression at both the mRNA and protein levels (MIRZA et al., 2002).
Finally BnSP-6 induces down-regulation of the gene ANGPT1 (Tablel), which
express Angiopoietin-1, a potent pro-angiogenic factor (HAYES et al., 1999) that
acts to protect endothelial cells from apoptosis (KWAK et al., 1999). Beside their
physiological role, angiogenic factors are essential for tumor growth and
metastasis. The metastatic potential and invasiveness of tumor cells are major
properties of various malignant tumors and the main causes of treatment failure. A
vital step in the invasive processes is adhesion, cell migration and angiogenesis
(TRACEY A. MARTIN, 2013). BnSP-6 inhibited the adhesion and cell migration
(Fig.s 5 and 6), in agreement with the action of other PLA, such as CC-PLA2-1
and CC-PLA2-2 from Cerastes cerastes and MVL-PLA2 from Macrovipera lebetina
transmediterranea, which inhibit cell adhesion, migration and angiogenesis of
endothelial cells (BAZAA et al., 2009; KESSENTINI-ZOUARI et al.,, 2010;

ZOUARI-KESSENTINI et al., 2013). Thus, these results demonstrated that BnSP-
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6 represents a potential target for the development of anti-angiogenic and anti-
metastatic therapies.

The study of mechanisms involved in antitumoral effects of PLA,s is very
important for designing specific anti-cancer drugs based on snake venom PLA;sS,
thus stimulating the investigation of the structure—function relationships of these
enzymes. Antitumoral activity of Lys49 PLA; is related to a region composed of
hydrophobic and cationic amino residues (115-129) that are located near the C-
terminal region of the molecule (ARAYA; LOMONTE, 2007; GEBRIM et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2009). However, antitumoral effects can be attributed to other
mechanisms and additional molecular motifs which could participate in enhancing
or complementing the action of this toxic effector site (LOMONTE; ANGULO;
CALDERON, 2003; STABELI et al., 2006). MVLPLAZ2 is able to prevent adhesion
and migration of tumor cells independent of the catalytic activity, an effect that was
mediated through the integrins a5B1 and av (BAZAA et al., 2009). Moreover,
Lys49 PLA, homologues from Agkistrodon piscivorus piscivorus inhibited the
proliferation of endothelial cells by interaction with vascular endothelial growth
factor (VEGF) receptor-2 (YAMAZAKI et al., 2005).

Our study summarizes the antitumoral effect of the PLA, BnSP-6 on MDA-
MB-231 breast cancer cells, with special focus on cell death. BnSP-6 induces
events characteristic of cell death by autophagy and apoptosis and regulated the
expression of many genes involved in apoptosis. Despite the highly relevant
evidence that PLA, induces apoptosis, our data suggest that BnSP-6 causes cell
death in MDA-MB-231 through an integrated mechanism that involves apoptotic

and autophagic components working together to induce cell death. Nevertheless
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the mechanisms of cell death induced by BnSP-6 remain to be studied. Thus, it is
very important to carry out further investigations of the proteins involved in
signaling pathways of apoptosis and autophagy that would facilitate the discovery
of PLA, targets in cancer cells, which could be exploited to develop new

therapeutic approaches.
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Captions for figures and table

Figure 1. Cytotoxicity of BhSP-6 on MDA-MB-231 and MCF10A cells.
MDA-MB 231 (A) and MCF10A (B) cultures were treated with varying
concentrations (100, 50, 25, 12.5 and 6.25 ug/mL) of BnSP-6 for 24 h. The
cytotoxicity’s were analyzed by MTT assay. Data show the mean * standard
deviation (S.D.). “Statistically significant difference (p < 0.05) compared with

control.

Figure 2. Autophagic vacuoles in MDA-MB 231 cells after incubation
with BnSP-6. Cells cultured in presence of BnSP-6 (50 ug/mL) (A) or medium (B)
for 24 h were incubated with MDC (for labeling of autophagic vacuoles), fixed with
paraformaldehyde, as described in materials and methods, and analyzed by
fluorescence microscopy. These results are representative of at least 2

independent experiments.

Figure 3. Flow cytometric analyses demonstrating apoptotic and
necrotic MDA-MB-231 cells. Cells cultured in presence of BnSP-6 (10 and 50
pg/mL) or in absence (control) for 24 h were incubated with annexin V/FITC and
propidium iodide and analyzed by flow cytometry. A) The representative dot plot
acquisitions show the distribution of MDA-MB-231 cells presenting necrosis (upper
left quadrant), early apoptosis (lower right quadrant) and late apoptosis (upper
right quadrant). B) The graphs display the percentages of apoptotic cells showed
in A. Results are expressed as mean + S.D. "Statistically significant difference (p <

0.05) compared with control.
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Figure 4. Release of lactate dehydrogenase (LDH) by MDA-MB-231
cells after incubation with BnSP-6. Supernatants of cells incubated in absence
(control) or in presence of BnSP-6 (40 pg/mL) for 24 h were used to LDH activity
dosage. Maximal LDH release was considered for cells incubated with 0.01%
Triton X-100 for 24 h. Values represent mean + S.D. of three independent
experiments. ~Statistically significant difference (p < 0.05) compared with control.

#Statistically significant difference (p < 0.05) compared with Triton X-100.

Figure 5. Interference of BnSP-6 in MDA-MB-231 cells adhesion. Cells
were incubated with BnSP-6 (3.12, 6.25, 12.5, 25 and 50 pg/mL) for 30 min. After
incubation, the cells were placed in 96-well plates for 2 h at 37°C. The inhibitions
of adhesion percentages were determined by MTT assay. Cells cultured in the
absence of BnSP-6 were considered as 100% of adhesion. Values represent
mean + S.D. of three independent experiments. ~Statistically significant difference

(p < 0.05) compared with control.

Figure 6. Effect of BnSP-6 on cell migration of MDA-MB-231. Cells were
cultured until complete confluence. A line was scraped through the monolayer of
cells with a sterile pipette tip. After 24 h, the capacity of migrations cell were
evaluated in absence (A) and presence of BnSP-6 (50ug/mL) (B) by extent of
wound closure using an optical microscopy. These results are representative of at

least 2 independent experiments.
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Table 1: Fold changes of up and down-regulated genes expressed in
MDA-MB-231 treated with BnSP-6. MDA - MB -231 cells after culturing in the
presence of BnSP - 6 expression of genes that induce apoptosis signaling. TNF,
TNFRSF10B, TNFRSF1A and CASP8 were upregulated while BCL2 , BCL2L ,

BAX , BAD , BIRC5 and ANGPT1 were downregulated.
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Figure 2.
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Figure 4.
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Figure 5.
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Figure 6.
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Table 1.

Table 1: Fold changes of up and down-regulated genes expressed in MDA-MB-231
treated with BnSP-6.

Symbol Gene name *Fold change
ANGPT1 Angiopoetin 1 0.60
BAD BCL2-associated agonist of cell death 0.41
BAX BCL2-associated X protein 0.29
BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 0.08
BCL2L1 BCL2Hike 1 0.60
BIRCS Baculoviral IAP repeat containing 5 0.53
BRCAZ Breast cancer 1, early onset 1.58
CASPS Caspase 6, apoptosis-related cysteine peptidase 1.64
TNF Tumor necrosis factor 63.0
TNFRSF10B Tumeor necrosis factor receptor superfamily, member 10b 9.6
THNFRSF1A Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A 65.0
TP53 Tumor protein p53 2,38

* Fold change values represent mean = 5D of three independent experiments. Ap value = 0.05
was considered as statistically significant for real-ime experiments .
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