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Resumo

O câncer de mama é uma neoplasia altamente maligna e continua a ser a segunda 

principal causa de mortalidade entre as mulheres. Os efeitos antitumorais de 

metaloproteinases e desintegrinas de veneno de serpentes têm sido investigados 

em vários tipos de células tumorais. Neste estudo, foram avaliados os efeitos 

antitumorais e anti-angiogênicos induzidos pela Bothropoidina, uma 

metaloproteinase desintegrina-like isolada da peçonha de Bothrops pauloensis em 

células de câncer de mama humano MDA-MB-231 e células endoteliais. Após 24 

horas de tratamento com 100pg/mL de Bothropoidina foi constatado um efeito 

citotóxico moderado de 30% em MDA-MB-231 contra 10% de citotoxicidade em 

MCF10A (uma linha de células da mama não tumorigênica), uma diferença 

significativa que sugere uma possível preferência desta proteína por alvos em 

células tumorais. Observou-se apoptose e apoptose tardia após tratamento com 

Bothropoidina (10pg/mL e 40pg/mL) em células MDA-MB-231. Além disso, esta 

toxina não só inibiu a adesão de células MDA-MB-231 de uma forma dose 

dependente, como a migração celular em aproximadamente 45%. Bothropoidina 

reduziu a viabilidade e adesão de células endoteliais em Matrigel e inibiu a 

angiogênese in vitro estimulada por bFGF em Matrigel, mostrando um número de 

vasos formados significativamente menor em relação ao controle. Os resultados 

demonstraram que Bothropoidina tem um potente efeito antitumoral e 

antiangiogênico in vitro, representando uma ferramenta biotecnológica para elucidar 

o efeito antitumoral de metaloproteinases desintegrinas-like em células 

cancerígenas.

Palavras-chave: metaloproteinase de peçonha de serpente, células MDA-MB-231, 

antitumorais, anti-angiogênicos.



Abstract

Breast cancer is a highly malignant carcinoma and remains the second leading 

cause of mortality among women. The antitumor effects of metalloproteinases and 

disintegrins from snake venom on various types of cancer cells have been 

investigated. In this study, we evaluated the antitumor and antiangiogenic effects on 

MDA-MB-231 human breast cancer cells and endothelial cells induced by 

Bothropoidin, a disintegrin-like metalloproteinase isolated from Bothrops pauloensis 

snake venom. At 24h after treatment at 100pg/mL, Bothropoidin exerted a moderate 

cytotoxic effect of 30% on MDA-MB-231 versus 10% cytotoxicity against MCF10A (a 

non-tumorigenic breast cell line), a significant difference that suggests a possible 

preference by this protein for targets in cancer cells. Early and late apoptosis of 

MDA-MB-231 was observed after Bothropoidin treatment (10gg/mL and 40gg/mL). 

Furthermore, this toxin inhibited not only the adhesion of MDA-MB-231 cells in a 

dose-dependent manner but also cell migration by approximately 45%. In addition, 

Bothropoidin decreased endothelial cells viability and adhesion in Matrigel and 

inhibited in vitro angiogenesis in Matrigel stimulated by bFGF, showing significantly 

fewer formed vessels. The results demonstrated that Bothropoidin has potent in vitro 

antitumor and antiangiogenic effect and represents a biotechnological tool for 

elucidating the antitumor effect of disintegrins-like metalloproteinases in cancer cells.

Key words: snake venom metalloproteinase, MDA-MB-231 cells, antitumor, 

antiangiogenic.
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O câncer de mama é uma doença multifacetada, que se apresenta em 

múltiplos subtipos moleculares e cada um com uma evolução clínica singular e 

tratamento específico. Uma das principais complicações da doença é o surgimento 

de metástase, evento que leva a alterações fenotípicas e no perfil genético da 

doença. Segundo estimativas da GLOBOCAN - International Agency for Research 

on Cancer, ocorreram aproximadamente 1,7 milhões de casos de câncer de mama 

em 2012 com 522 mil mortes no mundo. No Brasil, para 2016, são esperados 57.960 

novos casos de câncer de mama, com um risco estimado de 56,20 casos a cada 

100 mil mulheres.

A quimioterapia, tratamento sistêmico do câncer de mama, visa à destruição 

das células neoplásicas. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterápicos são 

inespecíficos, lesando tanto células malignas quanto normais. Dentre os tratamentos 

sistêmicos existentes destaca-se o emprego de drogas citotóxicas, terapia-alvo com 

anticorpos monoclonais e bloqueadores de proteínas, terapia anti-hormonal ou a 

associações de duas ou mais terapias. Devido aos múltiplos subtipos tumorais o 

tratamento configura-se uma busca contínua a soluções para a complexidade de 

cada tipo da doença.

A procura de novas drogas oncológicas originadas de moléculas bioativas é 

um dos objetivos da pesquisa biotecnológica. Diversos compostos procedentes da 

extração e purificação de toxinas de peçonhas ofídicas têm demonstrado 

interessantes efeitos farmacológicos. Essas peçonhas são constituídas de diferentes 

componentes como proteínas e peptídeos. Dentre estes destacam-se as 

metaloproteases, fosfolipases A2, serinoproteases, hialuronidases, L-aminoácido 

oxidases, peptídeos potencializadores de bradicinina e desintegrinas. Diversas 

proteínas e peptídeos isolados de peçonhas ofídicas possuem ações farmacológicas 

tais como hipotensão, inflamação, ativação ou inibição da coagulação sanguínea, 

agregação plaquetária, entre outros exemplos. Diante de tais efeitos é de grande 

interesse estudar o potencial dessas proteínas e suas possíveis aplicações práticas 

como agentes farmacêuticos.

Metaloproteases de peçonhas ofídicas (SVMP) são enzimas capazes de 

iniciar eventos hemorrágicos, levar alterações na coagulação sanguínea, interagir 

com os principais componentes da matriz extracelular tais como colágeno, laminina
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e fibronectina. São proteínas com muitos domínios que podem gerar, por meio de 

autoproteólise, produtos biologicamente ativos efetivos no tratamento antitumoral.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antitumoral e 

antiangiogênico de Botropoidina, uma metaloprotease isolada da peçonha de 

Bothrops pauloensis em células de linhagem tumoral (MDA-MB-231) e endotelial (t­

End). Esta toxina foi isolada e caracterizada por Gomes e colaboradores em 2014. 

Serão apresentados resultados quanto ao seu efeito na migração, viabilidade e 

adesão celular bem como nos mecanismos de apoptose e angiogênese, fatores 

fundamentais para o estabelecimento e desenvolvimento tumoral.

A apresentação desta dissertação foi realizada seguindo as normas do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde da Universidade Federal de 

Uberlândia e da Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), sendo dividida 

em dois capítulos. O capítulo 1 apresenta uma revisão bibliográfica sobre o tema 

Câncer enfatizando os principais aspectos relacionados à epidemiologia, 

carcinogênese, subtipos moleculares, mecanismos moleculares (morte celular, 

migração, invasão, metástase e angiogênese) e principais tratamentos, bem como o 

potencial antitumoral de componentes presentes em peçonhas ofídicas, 

principalmente as metaloproteases de serpentes (SVMPs). O capítulo 2 apresenta 

os resultados da pesquisa em formato de artigo científico intitulado: “In vitro 

antitumor and antiangiogenic effects of Bothropoidin, a metalloproteinase from 

Bothrops pauloensis snake venom” que foi publicado na revista INTERNATIONAL 

JOURNAL OF BIOLOGICAL MACROMOLECULES, Volume 97, Abril 2017, Páginas 

770-777, http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.01.064.

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2017.01.064
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CAPÍTULO 1
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Câncer: Epidemiologia

A palavra câncer possui etimologia grega, é a tradução latina da palavra 

carcinoma: karkinos, que significa crustáceo/caranguejo. Galeno, aproximadamente 

138-201 anos d.C. foi a primeira pessoa a utilizar o termo. A doença foi detectada 

em múmias egípcias, fato este que comprova que não é uma enfermidade recente, 

comprometendo o homem há séculos (SALAVERRY, 2013). A denominação câncer 

é um termo generalizado usado para intitular as enfermidades neoplásicas malignas 

reconhecidas por um desordenado crescimento celular, resultando em mutações 

genéticas nas células acometidas, originando assim um processo de oncogênese 

(HANAHAN; WEINBERG, 2000; SORLIE, 2004).

A doença é atualmente um problema de saúde pública mundial em razão de 

muitos fatores, tais como sua alta incidência, prevalência, mortalidade, alto custo 

hospitalar e consequências para os pacientes, atingindo milhões de pessoas no 

mundo inteiro. Embora haja queda do número de óbitos para alguns tipos da 

doença, a taxa de mortalidade global por câncer tem aumentado nas últimas 

décadas. Segundo estimativas da GLOBOCAN - International Agency for Research 

on Cancer, aproximadamente seis milhões de pessoas morrem anualmente por 

câncer no mundo, podendo atingir 22 milhões até 2034. A agência internacional de 

pesquisas em câncer da World Health Organization (WHO), responsável pela 

publicação do Relatório Mundial do Câncer em 2014 declarou que os casos da 

doença aumentam em um ritmo célere. Em sua última publicação destaca o câncer 

de pulmão como primeiro lugar no número de casos, com 1,8 milhões de registros 

que representa 13% do total no mundo. Em seguida, o câncer de mama, com 1,7 

milhões de casos sendo 11,9% desse total e o tumor de cólon, que atingiu 1,4 

milhões de pessoas chegando a 9,7% do total mundial (FERLAY et al., 2015; 

SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015; WHO, 2015).

No Brasil a estimativa para o biênio 2016-2017, prevê cerca de 600 mil casos 

novos de câncer, sendo aproximadamente 180 mil novos casos de câncer de pele
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não melanoma e cerca de 420 mil novos casos de outros tipos de câncer. Os tipos 

mais frequentes em homens serão próstata (28,6%), pulmão (8,1%), intestino 

(7,8%), estômago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, câncer de mama 

(28,1%), intestino (8,6%), colo do útero (7,9%), pulmão (5,3%) e estômago (3,7%) 

(INCA, 2015).

O câncer de mama é o mais comum entre as mulheres, e responde por 22% 

dos casos novos anuais. No Brasil, para 2016, são esperados 57.960 novos casos, 

com um risco calculado em cerca de 56 ocorrências a cada 100 mil mulheres. 

Estima-se que, para cada 100 mulheres com câncer de mama, apenas um homem 

terá a doença (INCA, 2015). Óbitos em decorrência do câncer de mama que se 

referem à população mundial apresenta uma curvatura crescente e representa a 

primeira causa de morte por câncer na população feminina brasileira, com 12,66 

mortes/100.000 mulheres em 2013. Sendo que as regiões Sul e Sudeste são as que 

apresentam as taxas mais elevadas, com 14,25 e 13,70 mortes/100.000 mulheres 

em 2013, respectivamente (BRASIL, 2015).

1.2 Carcinogênese

A carcinogênese é um processo de múltiplos passos, no qual as alterações 

genéticas e cromossômicas acumulam-se em uma célula, dando origem ao 

desenvolvimento tumoral. Tais alterações genéticas podem ocorrer em duas classes 

gênicas, denominadas genes reguladores do crescimento: os proto-oncogenes 

responsáveis pelo crescimento celular e os genes de supressão tumoral os quais 

atuam inibindo o crescimento celular (ELENBAAS et al., 2001; HOSNY et al., 2016).

Proto-oncogenes quando sofrem uma mutação gênica somática 

(translocação, amplificação ou mutação pontual) tornam-se eventualmente 

oncogenes. Oncogenes são genes relacionados ao surgimento de tumores malignos 

ou benignos, bem como genes que quando deixam de funcionar normalmente, 

transformam uma célula normal em célula cancerosa (SERRANO; THEODORO; DA 

SILVA PINHAL, 2014).
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Alguns dos oncogenes, genes supressores de tumores e genes de reparo do 

DNA envolvidos diretamente com a carcinogênese, estão representados na Tabela 

1.

GENE Função Normal TIPO DE CÂNCER
RELACIONADO

ONCOGENES
B-RAF Si nalização intracelular Melanoma

HER-2 Rece pto r de fator de crescimento Câncer de mama

MYC Fator de transcrição N e u rob 1 astoma

RAS Sinalização intracelular C â n ce r colorretal

VEGF Promotor da angiogênese C o lorretal metastático

GENES SUPRESSORES DE TUMOR
APC Regula divisão, migração celular C â n ce r colorretal

CDKN2A Regula a divisão celular Melanoma

RB Regula a divisão celular Ret i n o b l astoma

TP53 Regula a divisão celular e apoptose C â n ce r de pulmão

VHL Regula a divisão celular e Câncer renal

angiogênse

GENES DE REPARO DO DNA
ATM Reparo do DNA Leucemia

BRCA1/2 Reparo do DNA Câncer de mama

MLH1 Reparo do DNA Câncer colorretal

MSH2 Reparo do DNA Câncer colorretal

XPA Reparo do DNA Câncer de pulmão

Tabela 1 - Genes envolvidos na transformação neoplásica -  Adaptada de (SERRANO et al., 
2014).

Segundo Pierotti e colaboradores 2003, três mecanismos genéticos ativam 

oncogenes resultando na alteração estrutural e no aumento da sua expressão em 

neoplasias humanas: (1) mutação espontânea, (2) amplificação gênica, e (3) 

rearranjos cromossômicos (BARRETT, 1993; MARGAN et al., 2016; PIEROTTI; 

SOZZI; CROCE, 2003).
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Mutações espontâneas: Estas alterações são promovidas por agentes 

cancerígenos que podem originar danos no DNA e ativar oncogenes, que participam 

da transformação neoplásica. Os oncogenes serão traduzidos a oncoproteínas que 

integram vários mecanismos celulares como proliferação, diferenciação, migração, 

adesão, controle de apoptose e reparo do DNA, entre outros. Entretanto, as 

oncoproteínas executam de maneira alterada tais funções celulares. Deste modo, 

essas células podem apresentar erros nestes mecanismos, desencadeando assim a 

transformação de células normais em tumorais (MARGAN et al., 2016; PIEROTTI et 

al., 2003; SERRANO et al., 2014; WEINBERG, 1989).

Amplificação gênica: Neste processo há uma reduplicação do DNA, 

produzindo várias cópias de proto-oncogenes nas células tumorais, conferindo às 

neoplasias um perfil mais agressivo. Esta amplificação gênica não gera produtos 

mutados, simplesmente o aumento da expressão de proteínas específicas induz a 

geração de oncoproteínas com alto potencial tumoral (MARGAN et al., 2016; 

PIEROTTI et al., 2003; SERRANO et al., 2014; WEINBERG, 1989).

Rearranjos cromossômicos: Há o rearranjo do material genético por inserção 

ou translocação cromossômica, resultando no aumento da expressão de proto­

oncogenes. Estes rearranjos genéticos podem gerar oncogenes e, 

consequentemente, oncoproteínas induzindo a transformação neoplásica (MARGAN 

et al., 2016; PIEROTTI et al., 2003; SERRANO et al., 2014; WEINBERG, 1989).

Uma vez que a neoplasia é um processo de múltiplos passos, mais de um 

destes mecanismos contribuem frequentemente para a gênese tumoral por alteração 

do número de genes associados ao câncer (BARRETT, 1993; HOSNY et al., 2016; 

WEINBERG, 1989).

O crescimento normal de qualquer tipo de tecido acontece devido a um 

perfeito equilíbrio entre as vias de sinalização da célula, que são responsáveis pelo 

controle do metabolismo celular e da homeostase tecidual. A transdução de sinal 

acontece por intermédio destas vias, que em geral constituem-se por proteínas que 

participam na regulação dos múltiplos eventos da fisiologia celular tais como, 

proliferação, migração, diferenciação, mecanismos pró e antiapoptóticos, etc. A 

desregulação de qualquer uma dessas vias, frequentemente ocasionada por 

aumento/diminuição da atividade ou expressão de seus componentes proteicos,
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induz ao desequilíbrio dos eventos fisiológicos celulares desencadeando a 

carcinogênese (ARRUDA MACEDO; FOX; DE SOUZA CASTRO, 2015; 

AVRAAMIDES; GARMY-SUSINI; VARNER, 2008; SOUZA et al., 2014).

A célula maligna tem uma elevada aptidão na captação de aminoácidos e 

síntese de proteínas, seu metabolismo é totalmente dirigido para se obter 

rapidamente grande quantidade de energia para manter a elevada taxa de divisão 

celular. Possuem alta atividade glicolítica e produz a maior parte do ATP por ela 

usado. Possuem também expressão de moléculas de adesão em sua membrana 

como as integrinas que tem grande importância em processos fisiológicos e 

patológicos tais como divisão, migração e diferenciação celular, e que atuam como 

receptores para vários componentes da matriz extracelular tais como laminina, 

fibronectina e colágeno que são essenciais para a proliferação e desenvolvimento 

das células cancerígenas (BARRETT, 1993; CALDON; SUTHERLAND; 

MUSGROVE, 2010; DEBERARDINIS et al., 2008; HARPER et al., 2013; LU; TAN; 

CAI, 2015; NELSON, 2011).

De acordo com (ALMEIDA et al., 2005) a carcinogênese pode demorar anos, 

é um processo que passa por várias etapas até finalmente transformar-se em tumor 

(DÓRIA, 2015; FERNANDES MORAIS et al., 2014). Essas mudanças podem ser 

divididas e são descritas em três etapas distintas: iniciação, promoção e progressão 

(BISSELL; HINES, 2011; HAFEEZ et al., 2016; MIYAGI et al., 2015).

Na iniciação do processo oncogênico dá-se a ativação de proto-oncogenes 

(alguns dos principais representados na Tabela 1) que são ditos supressores 

tumorais, onde, a priori estão inativos em células normais e quando ativados são 

transformados em oncogenes. Esses genes são os principais promotores da 

multiplicação celular desordenada, e são cruciais no efeito de malignização. Os 

promotores tumorais tem ação em pontos chave do ciclo celular, ocasionando uma 

mudança nos mecanismos celulares naturais (ALMEIDA et al., 2005; ARRUDA 

MACEDO et al., 2015; TANAKA et al., 2013; VINCENT; GATENBY, 2008; WARD, 

2002).

A etapa da promoção é definida como um processo de expansão celular 

sendo iniciada por clonagem e resultando na geração de um tumor potencialmente 

maligno. Nessa fase as células que passaram por modificações na etapa inicial,
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passam por novas transformações e essas acontecem de maneira lenta e gradativa. 

Os agentes promotores atuam sobre as células em um determinado espaço de 

tempo, se por acaso acontecer uma pausa do agente, pode sobrevir à extinção 

desse processo. A angiogênese nesse momento assume um papel crucial na 

evolução tumoral, uma vez que é essencial para fornecer ao tumor oxigênio e 

nutrientes sanguíneos, além de ser uma maneira eficaz na remoção de substâncias 

nocivas (ALMEIDA et al., 2005; ARRUDA MACEDO et al., 2015; TANAKA et al., 

2013; VINCENT; GATENBY, 2008; WARD, 2002).

Na fase de progressão, acontece a chamada malignização tumoral devido à 

carga de alterações genéticas e epigenéticas, onde acontece o início da 

multiplicação celular desordenada. Nessa fase, os tumores exigem intensas 

adaptações celulares às condições do seu microambiente, como hipóxia e acidose. 

É a fase onde há o surgimento dos primeiros sinais clínicos da neoplasia (ALMEIDA 

et al., 2005; ARRUDA MACEDO et al., 2015; TANAKA et al., 2013; VINCENT; 

GATENBY, 2008; WARD, 2002).

Durante a fase de progressão tumoral pode acontecer simultaneamente a 

metástase que se caracteriza como um evento com vários estágios; é o processo em 

que as células malignas deixam o tumor inicial no sítio primário para invadir órgãos 

distantes. Os passos básicos que descrevem a metástase incluem migração, 

invasão, sobrevivência na circulação, adesão à parede vascular, extravasamento e, 

por fim, a difusão no novo tecido hospedeiro (APLIN; HOWE; JULIANO, 1999; 

MARTIN; CANO, 2010; VALASTYAN; WEINBERG, 2011).

A carcinogênese e o crescimento tumoral, portanto são processos 

multifatoriais que dependem de vários eventos moleculares que de uma forma geral 

podem envolver vias de morte celular, invasão, metástase e angiogênese, dentre 

outros processos (BISSELL; HINES, 2011; FELDING-HABERMANN et al., 2001; 

LEVENTAL et al., 2009).
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1.3 Morte Celular

A condição de morte celular é conceituada como um evento fisiológico 

passivo e de natureza degenerativa, com a função de manter a homeostase celular, 

equilibrando a proliferação de células teciduais no processo de renovação celular e 

assim eliminando células lesadas e as supostamente ameaçadoras (KATAOKA; 

TSURUO, 1996). No entanto ela também pode ser induzida por circunstâncias 

patológicas como infecção, dano celular, e inexistência de fatores de crescimento. 

As consequências deste estímulo são: alterações na integridade da membrana 

plasmática, o aumento do seu volume e a perda das funções metabólicas celulares. 

Porém, nem todos os eventos de morte celular ocorrem de forma passiva. Ela 

também pode ser induzida em resposta ao estímulo de patógenos intra ou 

extracelulares (ELMORE, S., 2007; PAROLIN; REASON, 2001; SILVÉRIO DA 

SILVA, 2014).

De acordo com Grivicich et al 2007, a classificação da morte celular é dada 

em conformidade com suas peculiaridades bioquímicas e morfológicas e que 

correspondem a: apoptose, autofagia, necrose e senescência. As possíveis 

mutações que podem ocorrer no arranjo dessas formas de morte celular podem dar 

origem a carcinogênese. A autofagia é um processo normal no crescimento celular 

que consiste em um catabolismo que origina a autodegradação da célula por meio 

dos lisossomos. Esse processo é finamente regulado e conduz a um perfeito 

funcionamento entre a síntese, a decomposição e o reaproveitamento dos produtos 

celulares (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; LORIN et al., 2013; SUN, 2016). 

A autofagia reage a uma variedade de estímulos, e na maioria dos casos protege as 

células contra situações de stress; é fundamental para a reciclagem lisossomal e de 

metabólitos para o citoplasma, como fonte de energia ou para promover a síntese de 

novas macromoléculas (KROEMER; MARINO; LEVINE, 2010; MIZUSHIMA; 

KOMATSU, 2011). Ao nível molecular, o primeiro passo do processo autofágico é a 

ativação de um complexo serina/treonina quinase (ULK1) regulado negativamente 

pelo gene mTORC1, integrante de múltiplas vias de sinalização que são sensíveis à 

disponibilidade de aminoácidos, ATP, fatores de crescimento e nível de espécies 

reativas do oxigênio (ROS) (LORIN et al., 2013; MIZUSHIMA; YOSHIMORI; 

OHSUMI, 2011). A ampliação, curvatura e fechamento dos autofagosomos são
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controlados por um outro complexo molecular contendo fosfatidilinositol-3-quinase 

(PI3K) e o gene Beclin 1, liberando a produção de fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) e 

o consecutivo recrutamento de proteínas de ligação WIPI1/2 e dois sistemas de 

conjugação de ubiquitina-like ATG12-Atg5-ATG16L e LC3-PE. A fusão final com 

lisossomo carece de GTPases Rab e a proteína transmembrana LAMP2. Hidrolases 

ácidas e catepsinas presentes no lúmen do lisossomo degradam o conteúdo 

autofagossômico (LORIN et al., 2013; POLSON et al., 2010; SIMONSEN; TOOZE, 

2009).

A necrose é uma forma de morte patológica e desordenada, onde as células 

sofrem danos que ocasionam a perda da permeabilidade da membrana, aumento do 

volume celular, condensação da cromatina, irregularidades no citoplasma, lesões 

celulares irreversíveis que levam a consequente morte celular. No decorrer do 

processo, há a liberação do conteúdo celular, danificando as células próximas e 

desencadeando resposta imunológica local. É um processo passivo em reação à 

injúria celular (NIKOLETOPOULOU et al., 2013; NUNES; BERNARDAZZI; DE 

SOUZA, 2014; VANLANGENAKKER et al., 2008).

A senescência é um processo ativo natural para o envelhecimento celular. As 

células senescentes cessam as atividades proliferativas após um número de 

fracionamento. É um processo de ordem genética que leva ao encurtamento dos 

telômeros e ao estímulo de genes supressores tumorais (GRIVICICH et al., 2007; 

GÜNTHER et al., 2003; KNIZHNIK et al., 2013; SCHMITT, C. A., 2007).

A apoptose é a morte celular geneticamente programada, que não leva 

a autólise. É um modo de autodestruição ordenado com propósito biológico 

estabelecido e que demanda ATP para a sua execução (HENGARTNER, 2000). 

Ela também pode ser desencadeada por uma grande variedade de condições de 

stress intracelulares como estímulo patológico não fisiológico, incluindo lesões ao 

DNA, stress oxidativo, sobrecarga citosólica de cálcio, citotoxicidade, acúmulo de 

proteínas no retículo endoplasmático e muitos outros. O processo 

de apoptose envolve uma série de alterações morfológicas da célula que leva à 

inativação e fragmentação dela, ao final do ciclo, os destroços celulares são 

fagocitados por macrófagos teciduais, não havendo extravasamento do conteúdo 

tóxico para o meio extracelular, portanto, não causa dano tecidual como a necrose
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(FRAME et al., 2016; KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; KNIZHNIK et al., 2013; 

NUNES et al., 2014).

O mecanismo da apoptose pode acontecer através de dois tipos de vias: a 

extrínseca via dos receptores de morte e a intrínseca via mitocondrial. A via 

extrínseca abrange casos de morte celular por apoptose que são motivados por 

sinais de stress extracelulares identificados e difundidos por receptores 

transmembranares específicos que contêm um domínio extracelular de ligação ao 

ligante e um domínio intracelular citoplasmático denominado domínio de morte (DD, 

sigla do inglês death domain), sendo o mesmo fundamental para o acionamento do 

mecanismo apoptótico. (GALLUZZI et al., 2012; INDRAN et al., 2011; OUYANG et 

al., 2012).

A iniciação da via extrínseca depende da conexão dos receptores de morte 

fixados na superfície da membrana extracelular por um ligante específico como o 

FASL ao receptor FAS/CD95. O domínio de morte (DD) realiza a difusão do sinal, 

ativando os receptores e conduzindo ao recrutamento de proteínas adaptadoras com 

o DD e também com o domínio efetor de morte (DED, do inglês death-effector 

domain). Essa interação resulta no recrutamento de caspases iniciadoras, tal como a 

pró-caspase-8, formando o complexo de sinalização de indução de morte death- 

inducing signalling complex (DISC). O complexo DISC aciona a pro-caspase-8, 

transformando-a em caspase-8, que ativa caspases executoras clivando diretamente 

as pró-caspases-3, 6 e 7, acionando assim a via executora da apoptose. (INDRAN et 

al., 2011; REED, 1999; TOGNON; NUNES; CASTRO, 2013).

A via intrínseca é ativada por diversas situações de stress intracelular, como, 

danos ao DNA, hipóxia, privação de fatores de crescimento, radiação, ativação de 

oncogenes entre outros. Essas alterações provocam modificações na 

permeabilização da membrana mitocondrial externa, perda do potencial de 

membrana, interrupção da síntese de ATP, liberação de proteínas pro-apoptóticas e 

uma elevada produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (GALLUZZI et al., 

2012; LI et al., 1997). Em relação às proteínas pro-apoptóticas liberadas, estas 

podem ser agrupadas da seguinte maneira: um grupo que induz apoptose numa via 

dependente de caspases, onde estão presentes o citocromo C, e uma 

serinoprotease de elevada temperatura (HTRA2); e outro grupo que induz apoptose 

numa via independente de caspases no qual estão incluídos o fator indutor de
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apoptose (AIF) e a endonuclease G (EndoG) (INDRAN et al., 2011; MIYAMOTO et 

al., 2015; SANCHES JUNIOR et al., 2010).

As proteínas do primeiro grupo têm como principal papel inibir a função anti- 

apoptótica, o citocromo C liberado no citosol é integrante como co-fator e liga-se 

rapidamente a região C-terminal de uma proteína adaptadora (Apaf-1), esta 

interação facilita a ligação do dATP a pró-caspase 9 formando um complexo 

denominado apoptossomo e através da clivagem proteolítica da caspase 9 torna-se 

ativo e consecutivamente ativa outras caspases permitindo a progressão do 

processo apoptótico (MARUSAWA et al., 2003; WILLIAMS; COOK, 2015).

As proteínas do segundo grupo, o fator AIF e a EndoG, ao serem liberados 

pela mitocôndria são translocados para o núcleo e levam à fragmentação do DNA. A 

via mitocondrial da apoptose é finamente regulada pelos elementos da família Bcl-2. 

Esta família constitui-se por componentes anti-apoptóticos (Bcl-2, Bcl-Xl, Bcl-W, Bfl-1 

e Mcl-1) e pró-apoptóticos (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim, Hrk, Puma e Noxa) 

que comandam a liberação do citocromo C na mitocôndria. Essas proteínas são 

indutoras e repressoras de morte por apoptose e participam ativamente da 

regulação da mesma. O Bcl-2 e Bcl-XL inibem a apoptose, pois previnem a liberação 

de citocromo C e são chamados de reguladores antiapoptóticos. Já os genes Bax, 

Bid e Bak são proteínas pró-apoptóticas. Estímulos como dano ao DNA levam ao 

aumento das proteínas pró-apoptoticas e induzem a apoptose (ELMORE, S., 2007; 

GALLUZZI et al., 2012; INDRAN et al., 2011; OUYANG et al., 2012; WILLIAMS; 

COOK, 2015).

A homeostase tecidual não depende somente de fatores que regulam a sua 

proliferação e diferenciação, mas também de fatores que determinam e influenciam 

a sobrevivência e morte celular. A apoptose sendo um processo controlado 

geneticamente é suscetível à suspensão por mutações. Portanto, tornou-se evidente 

que a incapacidade celular de sofrer apoptose pode estar envolvido na patogênese 

de uma variedade de doenças humanas, tais como infecções virais, doenças auto- 

imunes e no câncer. (HENGARTNER, 2000; THOMPSON, 1995). A relação entre 

carcinogênese e desregulação da apoptose é tão próxima, que qualquer método de 

tratamento que estimule especificamente a apoptose em células tumorais podem ter 

potencial efeito antitumoral (BORNER et al., 1999; SHIMIZU et al., 2014).
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1.4 Invasão celular e metástase

O mecanismo de invasão celular consiste em ultrapassar precisamente a 

controlada arquitetura do epitélio normal que figura como uma intrínseca barreira 

para a invasão. Para tanto, as células tumorais necessitam modificar suas 

propriedades genéticas, potencializando sua capacidade de crescimento irrestrito no 

tumor primário (HU et al., 2008; VALASTYAN; WEINBERG, 2011). Em seguida é 

necessário ativar o Mecanismo de Transição Epitélio Mesenquimal (EMT) que é 

controlado por fatores de transcrição que respondem a estímulos externos, tais 

como hipóxia e o TGFp Fator de Transformação do Crescimento (KLAUS; 

BIRCHMEIER, 2008; SOUZA et al., 2014). Estes elementos agem conjuntamente 

para desencadear alterações nos perfis de moléculas de superfície, tais como a 

perda de E-caderina e aumento de N-caderina ou vimentina, e a expressão de 

Metaloproteases de Matriz (MMPs) (YANG et al., 2004). Propriedades das células 

tumorais, tais como capacidade de migração e secreção de enzimas que destroem a 

Matriz Extra Celular (ECM), também estão associadas a este mecanismo. Estas 

características coletivamente conduzem as células tumorais a invadir o estroma 

circundante, alcançar o vaso sanguíneo, e intravasar para a circulação. 

(HUSEMANN et al., 2008). Ademais, a Membrana Basal (MB) também desempenha 

um papel crucial nos eventos de transdução de sinais no interior das células 

tumorais, iniciadas por meio das vias adesão célula-matriz mediadas por integrinas, 

levando a alterações na polaridade celular, proliferação, capacidade de invasão e 

sobrevivência (BISSELL; HINES, 2011).

A metástase é o último efeito de vários fatores que implicam na disseminação 

celular do tumor primário a órgãos distantes, na adequação ao microambiente 

diferente e na sobrevivência tumoral nesses novos tecidos ou órgãos (GUPTA et al., 

2007; WEI et al., 2015). Podemos conceituar a metástase como sendo: "a 

transferência da doença de um órgão para outro não diretamente ligado a ele" 

(RÉCAMIER, 1829) apud (TALMADGE; FIDLER, 2010).

Uma visão alternativa ao padrão metastático foi proposta pela primeira vez 

por Paget no século 19, que postulou que células tumorais disseminadas podem 

formar metástases à medida que atingem um microambiente que é conveniente o 

suficiente para a sua sobrevivência e proliferação. Esta hipótese é conhecida como
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"teoria semente-e-solo” e tem recebido amplo apoio na identificação de mediadores 

de genes que contribuem para a formação de metástases (FIDLER, I. J., 2003; JIN; 

MU, 2015; PENCHEVA et al., 2012).

A metástase se origina a partir de células neoplásicas que adquirem 

capacidade de propagação e conseguem deixar o tumor primário por intermédio de 

três vias: a linfática, circulatória, ou transcavitárias (também chamadas 

transcelômicas) por meio das cavidades corporais. (CHAFFER; WEINBERG, 2011; 

NGUYEN; BOS; MASSAGUE, 2009). Estas células tumorais perdem a adesão 

célula-célula, infiltram e sobrevivem na corrente circulatória burlando a vigilância 

imunológica, migram para os tecidos adjacentes danificando a membrana basal e a 

matriz extracelular e penetram o estroma local. Alguns tipos de neoplasias produzem 

quimioatratores para plaquetas, fazendo com que as mesmas incorporem-se na 

superfície da célula tumoral, ocultando-a do sistema imunológico, fornecendo-lhes 

fatores de crescimento que contribuem na sobrevivência da célula tumoral na via 

circulatória (TALMADGE; FIDLER, 2010; WARD, 2002).

O processo de metástase é rigoroso e carece de habilidades especiais em 

cada etapa e a transformação do seu fenótipo, para haver sucesso no evento. As 

células normais apresentam proteínas transmembranares que proporcionam a 

adesão célula-célula, exercendo função significativa na integridade celular estrutural. 

Dentre as mais importantes estão as E-caderinas. Quando ocorrem mudanças 

nestas proteínas há a diminuição da adesão entre as células e o consecutivo 

deslocamento do tumor primário para as adjacências teciduais (CAVALLARO; 

CHRISTOFORI, 2004; GUPTA; MASSAGUE, 2006). Receptores de laminina e 

fibronectina também participam da invasão no tecido conjuntivo aderindo aos 

componentes da matriz extracelular. Integrinas são glicoproteínas de membrana que 

também são expressas por células tumorais em sua superfície fazendo a mediação 

da adesão célula-célula ou de célula-matriz extracelular. Para concluir a migração no 

tecido conjuntivo, as células metastáticas devem estar capacitadas a secretar 

colagenases e outras enzimas proteolíticas que corrompem a matriz extracelular 

(BOHL et al., 2014; FELDING-HABERMANN et al., 2001; GUO; GIANCOTTI, 2004; 

SEGUIN et al., 2015).

Apesar do predomínio dos tumores metastáticos em pacientes oncológicos, a 

metástase é considerada um processo surpreendentemente ineficaz (MASSAGUÉ; 

OBENAUF, 2016; WEISS, 1990). Para estabelecer-se com êxito em um sítio
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secundário, uma célula tumoral deve completar todos os passos da cascata. O não 

cumprimento de qualquer passo acarreta falha de colonização e proliferação no 

órgão distante (KITAMURA; QIAN; POLLARD, 2015; POSTE; FIDLER, 1980). Os 

tumores lançam diariamente, milhões de células na corrente sanguínea, mas muito 

poucas metástases clinicamente relevantes são formadas. Várias etapas do 

processo metastático contribuem para a ineficiência do mesmo, alguns estudos 

elucidam que existem alguns pontos chave (FIDLER, ISAIAH J, 1970). Por exemplo, 

a destruição de células intravasadas por forças hemodinâmicas e de cisalhamento. 

No entanto, evidências recentes sugerem que isso pode não ser sempre o caso e 

que as células lançadas no sangue prendem-se e extravasam dos leitos capilares 

com alta eficiência e permanecem dormentes no sítio secundário por longos 

períodos de tempo, às vezes por anos. Micrometástases podem ser formadas, mas 

a maior parte destas lesões pré-clínicas regridem, provavelmente devido a apoptose 

(DEL MONTE, 2009; HA; HUNTER, 2014; HUNTER; CRAWFORD; ALSARRAJ, 

2008; KASIMIR-BAUER, 2009; WANG, K. et al., 2009).

1.5 Angiogênese e Angiogênese Tumoral

A formação de novos vasos sanguíneos é um processo fisiológico que ocorre 

através de dois mecanismos distintos denominados: angiogênese e vasculogênese. 

No processo de vasculogênese, a formação dos vasos, é dada pela diferenciação de 

células precursoras endoteliais em células endoteliais maturadas. Apesar de este 

processo ocorrer apenas ao longo da fase embrionária, pesquisas atuais indicam 

que a vasculogênese também pode transcorrer no desenvolvimento de novos vasos 

sanguíneos e em neoplasias (ARBAB, 2012; EL HALLANI et al., 2010; FOLKINS et 

al., 2009; HAJRASOULIHA et al., 2012; PATENAUDE; PARKER; KARSAN, 2010). 

Em contrapartida, a angiogênese ocorre durante o desenvolvimento embrionário e 

em adultos sob condições fisiológicas como na gestação, ciclo menstrual e reparos 

teciduais, caracteriza-se pelo desenvolvimento de novos vasos sanguíneos pela 

proliferação e migração de células endoteliais, processo essencial na carcinogênese 

(CLAPP et al., 2009; NIKITENKO, 2009; UCUZIAN et al., 2010).
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A gênese dos vasos sanguíneos é constituída por dois diferentes tipos 

celulares; as células endoteliais que são responsáveis pelo revestimento dos vasos, 

e as células de suporte perivascular, também chamadas pericitos, células que 

formam uma camada única muscular lisa ao redor das células endoteliais, 

assegurando o suporte e estabilidade à parede desses vasos, ajustando a atividade 

vascular (GERHARDT; BETSHOLTZ, 2003; RUAN; SONG; OUYANG, 2009).

A célula tumoral necessita continuamente de nutrientes e oxigênio para 

sobreviver. O tumor progride até que, em dado instante, o volume de oxigênio é 

insuficiente para sua expansão e nutrição. A angiogênese tumoral é um aspecto 

primordial na carcinogênese e também no avanço do tumor, suprindo o mesmo com 

oxigênio e nutrientes necessários para sua progressão e proliferação. Este processo 

utiliza de maneira mais intensa e acelerada os mesmos mecanismos da 

angiogênese dos processos inflamatórios e de cicatrização. Para que haja o 

aumento do aporte de nutrientes e oxigênio, são expressos sinais extracelulares 

para geração de novos vasos sanguíneos com a finalidade de irrigar, nutrir e dar 

continuidade ao crescimento neoplásico (GAVALAS et al., 2013; PINHO, 2005; 

SHIBUYA, 2011; TAKAHASHI; SHIBUYA, 2005).

O estabelecimento do processo de vascularização acontece durante a 

formação e modificação vascular em uma sequência controlada de eventos que 

começam a partir de microvasos tumorais pré-existentes e, antes de suas demandas 

metabólicas serem reduzidas devido ao limite de difusão local (CARMELIET; JAIN, 

2011). A escassez de oxigênio tanto promove quanto inibe a apoptose, e conduz a 

reações biológicas impulsionando o crescimento tumoral (SADRI; ZHANG, 2013). 

Deste modo as células neoplásicas asseguram a progressão tumoral, modificando 

seu fenótipo em prol da efetivação de alterações funcionais, que estimulam a síntese 

de fatores angiogênicos que se conectam a receptores próprios nas células 

endoteliais (LEE et al., 2007; YU; MOHAN; NATARAJAN, 2012).

As etapas da angiogênese tumoral acontecem da seguinte forma: ativação 

das células endoteliais por fatores pro-angiogênicos sintetizados e secretados pelas 

células tumorais. Em seguida, degradação da membrana basal e matriz extracelular 

pelas enzimas proteolíticas, como as metaloproteinases de Matriz (MMPs), 

sintetizadas e secretadas pelas células endoteliais e tumorais. Desta forma as 

células endoteliais migram e proliferam a fim de constituir um novo vaso sanguíneo. 

Enfim, acontece a ligação das células chamadas tips cells às células endoteliais dos
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novos capilares, gerando um novo lúmen e uma nova membrana basal (GRIZZI et 

al., 2005; WEIS; CHERESH, 2011).

Reagindo à diminuição do oxigênio livre, as células tumorais expressam o 

HIF-1 Fator Indutor de Hipóxia (cuja ação é promover a angiogênese), que migra do 

citoplasma para o núcleo celular (SEMENZA, 2013). Esta molécula é composta por 

duas subunidades, HIF-a e HIF-1 p encontradas em células tumorais somente na 

privação do oxigênio (BOS et al., 2003; RUNDQVIST; JOHNSON, 2013). Em 

condições normais de demanda de oxigênio, a proteína supressora tumoral Von 

Hippel-Lindau (pVHL) identifica e degrada o HIFa. Entretanto, em condições de 

hipóxia, o pVHL conecta-se ao óxido nítrico (NO) e não identifica o HIF-1a, levando- 

o a ativação e consequente indução de expressão de genes responsivos à hipóxia 

como o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e bFGF (Fator de 

Crescimento de Fibroblasto Básico) (MIMEAULT; BATRA, 2013; SEMENZA, 2002; 

TUNG et al., 2013).

O VEGF é um fator de crescimento pertencente à superfamília (Fator de 

Crescimento Derivado de Plaquetas) PDGF-VEGF. Considerado fundamental na 

angiogênese tanto fisiológica quanto patológica atua diretamente através de 

receptores próprios expressos no endotélio vascular. Sua ativação desencadeia 

diferentes vias de sinalização intracelular resultando na sobrevivência, proliferação, 

divisão, migração e diferenciação celular endotelial, bem como ocasiona o aumento 

da permeabilidade vascular. Esse evento permite que proteínas plasmáticas 

extravasem para o espaço extravascular, levando ao crescimento de novos vasos 

sanguíneos. Isso faz com que o VEGF seja considerado um importante mediador de 

angiogênese (CAPP et al., 2009; GONÇALVES, 2015; VALIATTI et al., 2011).

O bFGF é um potente peptídeo angiogênico, que apresenta uma importante 

atividade mitogênica e quimiotáxica em células endoteliais e pode ser sintetizado e 

secretado por células tumorais. Apresenta uma alta ação oncogênica, atua no 

processo de transformação de fibroblastos normais em neoplásicos e possui uma 

elevada capacidade de estimular a angiogênese (PINHO, 2005). Sua ativação 

acontece quando o fator é liberado da matriz extracelular e liga-se com a heparina 

ou o heparan sulfato. Além de estimular o crescimento, o bFGF degrada a 

membrana basal através da ativação de colagenases e proteases. Essa ação sobre 

a matriz é de grande importância na invasão das células tumorais ao tecido 

subjacente (CAPP et al., 2009; ROMAGNOLI, 2007).



33

Diferentes estudos descrevem que os tumores possuem uma vascularização 

excepcionalmente ressaltante em relação aos tecidos normais. Estas descrições 

foram consideradas como um resultado do processo infeccioso derivado dos focos 

de necrose existentes na massa tumoral, a existência desta vascularização 

intensificada é um requisito primordial para processar-se o desenvolvimento 

neoplásico. Os microvasos que permeiam a área tumoral desenvolvem-se a partir de 

células endoteliais vinculadas aos capilares situados próximos às células 

neoplásicas (CICATIELLO et al., 2015; FOLKMAN, 1971; VASUDEV; REYNOLDS, 

2014; WELTI et al., 2013).

2 CÂNCER DE MAMA

O câncer de mama é definido como um grupo de tumores malignos com 

características de invasão aos tecidos circunvizinhos e possui uma alta capacidade 

metastática à distância (TAVASSOLI; DEVILEE, 2003). A neoplasia de mama não é 

uma doença única, classificada como um conjunto de doenças distintas, 

(SIZIOPIKOU, 2013) com diferentes características histopatológicas e moleculares 

apresenta-se de maneiras clínicas diversas e com múltiplas variações de respostas 

a terapia (SORLIE, 2004).

No ano de 2001, foi proposta uma nova classificação para os carcinomas 

mamários, esta foi agregada à rotina de pacientes, médicos, oncologistas, 

radiologistas e patologistas, bem com a classificação molecular. Os carcinomas 

mamários abrangem mais de 20 subtipos morfológicos. De acordo com Perou et al. 

2000 os tumores de mama possuem uma grande diversidade molecular e são 

subtipados em cinco grupos: luminal A, luminal B, luminal híbrido Her-2 e basal-//fte 

ou triplo-negativo. Cada um desses subtipos constitui um grupo de neoplasias com 

semelhanças no que compete aos genes alterados e que, definem as características 

imunohistoquímicas, prognósticas e terapias distintas. O tipo de câncer de mama 

recebe uma nomenclatura de acordo com suas características, os tipos de tecidos 

de onde foram gerados e, em alguns casos são identificados pela fase de 

desenvolvimento embrionário celular onde o tumor se originou (KAO et al., 2011; 

PEROU et al., 2000; TOMAO et al., 2015).
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Os tumores classificados como luminais recebem essa designação devido à 

semelhança que as células tumorais têm com as células luminais que compõem os 

ductos das glândulas mamárias (CIRQUEIRA et al., 2011; STIVAL; PRESTES; 

MANSANI, 2014).

O subtipo luminal A, caracteriza-se por uma alta expressão genética nas 

células epiteliais luminais de citoqueratinas CK7, CK8, CK18 e CK19 (citoqueratinas 

são proteínas presentes no citoesqueleto somente das células epiteliais, o seu 

reconhecimento por meios imunocitoquímicos na biopsia de neoplasias permite o 

diagnóstico da sua origem epitelial). Geralmente possui baixo grau histológico e 

expressa receptores hormonais para estrogênio (RE+) e/ou progesterona (RP+) e 

índices de proliferação celulares denominados (KI67) baixos, menores que 10% (o 

KI67 é uma proteína nuclear, expressa em todas as partes ativas do ciclo celular, 

mas está ausente nas células em repouso) e negativo para Her-2 (Her-2 é a 

abreviatura de "Human Epidermal growth factor Receptor-type 2"), é um receptor tipo 

2 do fator de crescimento epidermal humano. Em quantidades normais, esta 

proteína tem um papel importante no crescimento e desenvolvimento de células 

epiteliais. Este subtipo associa-se a um melhor prognóstico e é bastante responsivo 

à terapia anti-hormonal (BITENCOURT et al., 2014; SORLIE et al., 2001).

O subtipo luminal B, caracteriza-se por uma baixa ou moderada expressão 

genética nas células epiteliais luminais de citoqueratinas CK7, CK8, CK18 e CK19, 

evidencia um grau histológico mais alto, pode apresentar receptores hormonais para 

(RE+) e/ou (RP+) em associação ou não ao Her-2, e também apresentam KI67 (taxa 

de divisão celular) mais elevado, maior que 15%. Dado esse que favorece o uso de 

quimioterapia e hormonioterapia como tratamentos neo ou adjuvantes ao tratamento 

cirúrgico. Ele também está associado a um pior prognóstico, relacionado à recidiva 

tumoral, por apresentar possíveis similaridades com os tumores RE negativos 

(subtipos superexpressão do Her-2 e basal) (CIRQUEIRA et al., 2011; SORLIE, 

2004; SORLIE et al., 2001; SORLIE et al., 2003).

O Her-2 e o Basal-Me, juntos respondem por 15% dos outros tipos de câncer 

de mama cada um. Ambos têm como importante característica a não expressão de 

RE+ e RP+. O subtipo Her-2 caracteriza-se por aumentada expressão da 

oncoproteína Her-2, que é fortemente relacionado a um perfil metastático e uma 

maior agressividade tumoral, porém não apresenta receptores hormonais RE e RP.
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A amplificação do oncogene Her-2 e, conjuntamente, a superexpressão de sua 

proteína, implica em um importante biomarcador de prognóstico no carcinoma de 

mama. Esse subtipo possui o segundo pior prognóstico em relação aos outros, no 

entanto apresenta resposta positiva a terapia alvo baseadas no bloqueio da 

atividade da oncoproteína, como, por exemplo, o anticorpo monoclonal trastuzumab 

(SCHMITT, F. C. L., 2008; SORLIE et al., 2001; STIVAL et al., 2014).

O subtipo basal-Me ou triplo negativo demonstra em sua morfologia um grau 

muito mais alto tanto histológico quanto nuclear, é possível distinguir dentro do 

tumor infiltrado inflamatório e com muita frequência a presença de áreas em 

necrose. É caracterizado pela expressão de vários genes de células 

basais/mioepiteliais e um acentuado índice da taxa de proliferação celular (KI67). É 

um subtipo negativo para receptores hormonais RE- e RP-, e negativo também para 

a proteína do oncogene Her-2. Segundo as mais recentes publicações, esse subtipo 

apresenta positividade para o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), 

citoqueratinas basais: CK5, CK6, CK14, CK17, P-caderina e p53 (ALI et al., 2016; 

RAKHA et al., 2007; REIS-FILHO; TUTT, 2008). Também está relacionado a 

mutações no gene BRCA1. Em virtude desse perfil, não apresenta alvo terapêutico 

estabelecido não respondendo ao tratamento com drogas anti-hormonais nem com o 

anticorpo monoclonal. Estes fatores associam o subtipo basal-//^e ao pior 

prognóstico (HOSNY et al., 2016; JAMES et al., 2007; TURNER et al., 2007).

2.1 Prevenção, principais tratamentos e diagnóstico do câncer de mama

É impraticável a prevenção primária da neoplasia mamária em razão de 

variações envolvidas na sua etiologia tais como, os fatores de risco e o caráter 

genético da doença. A prevenção secundária, priorizando a detecção precoce e 

enfatizando mudanças nos fatores associados ao modo de vida, em todas as idades, 

e com intervenções de combate a agentes ambientais e ocupacionais cancerígenos, 

pode trazer bons resultados na redução do câncer (BURNS et al., 2016; D'ORSI et 

al., 2005; ELMORE, J. G. et al., 2005).

As estratégias de prevenção secundária buscam o rastreamento da doença, 

para se evitar assim a progressão tumoral para estágios mais avançados e elevar a 

perspectiva de cura. Para se detectar precocemente o tumor, recomendam-se três
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práticas preventivas: o autoexame das mamas realizado mensalmente, para 

mulheres de todas as idades; exame clínico executado anualmente por profissional 

de saúde e a mamografia anual recomendada para mulheres acima de 40 anos 

(AMORIM et al., 2008; DAVIM et al., 2003). Após a confirmação diagnóstica da 

doença, dá-se início ao tratamento, baseando-se nas características patológicas do 

tumor, como tipos histológicos e subtipos moleculares, definindo então a modalidade 

terapêutica adequada (BARROS et al., 2001; CANTLEY, 2016).

O tratamento para os diferentes tipos de câncer é um dos maiores desafios 

médicos da atualidade com avanços nas últimas décadas. Os protocolos iniciam 

com quimioterapia neo-adjuvante, seguida pela remoção cirúrgica do tumor ou a 

mastectomia em alguns casos. Subsequentemente, quimioterapia adjuvante e 

posterior ou concomitantemente a radioterapia. Dependendo da classificação e do 

subtipo molecular do tumor, algumas pacientes ainda realizam a hormonioterapia 

por longos períodos, entre 5 a 10 anos de pós-tratamento (SLEDGE et al., 2014; 

VILA et al., 2016).

Os pacientes diagnosticados com carcinoma in situ ou no estágio inicial da 

doença podem beneficiar-se de tratamento com finalidade potencialmente curativa, 

sendo este multidisciplinar, envolvendo associação de tratamento local: cirurgia e / 

ou radioterapia e tratamento sistêmico: quimioterapia, terapia-alvo e hormônio 

terapia (CHENG; UENO, 2012).

Apesar do abalo emocional gerado com consequentes impactos na 

autoestima feminina, a intervenção cirúrgica é a opção primária para a neoplasia 

mamária e tem por finalidade a remoção macroscópica do tumor. A cirurgia também 

pode abranger locais próximos ao tumor, como tecidos adjacentes, linfonodos 

axilares ou até mesmo a remoção completa da mama. Além disso, existe a: 

mastectomia radical modificada, onde se tem a retirada de toda a mama juntamente 

com os linfonodos axilares (SILVA, 2008; WANG, L. et al., 2016).

O tratamento radioterápico é frequentemente empregado em conjunto com a 

cirurgia, ou posteriormente, tido como um complemento fundamental para o êxito do 

tratamento. A radioterapia é indicada para tumores localizados que não podem ser 

totalmente removidos ou em casos que estes tendem a reincidir ao local após a 

intervenção cirúrgica. As radiações em contato com os tecidos provocam lesões de 

várias formas, causando o rompimento das estruturas celulares, produzindo 

modificações químicas e biológicas. Essas modificações acabam por causar danos
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ao DNA e consecutivamente levar a célula a apoptose, porém a célula tumoral 

evade aos sinais apoptóticos (BROMBERG; HANRIOT; NAZÁRIO, 2013). Assim, os 

tumores reincidentes de uma área previamente irradiada geram uma maior 

possibilidade de metástase. Pesquisas e evidências clínicas atestam que as 

recidivas ocorridas após a radioterapia estão relacionadas com a amplificação do 

potencial metastático, e tendência tumoral mais invasiva. Essa condição é 

denominada efeito leito tumoral, são mudanças induzidas pela radiação do 

microambiente tumoral, contribuindo para um perfil tumoral muito mais agressivo, 

porém os recursos moleculares implícitos são ainda imperceptíveis (ASPARUHOVA 

et al., 2015).

A quimioterapia constitui-se de agentes anti-proliferativos sistêmicos que 

destroem preferencialmente células em divisão objetivando a erradicação do tumor. 

Contudo, esses fármacos não são seletivos para células tumorais e sua eficácia 

terapêutica fica limitada devido ao dano que podem causar às células e tecidos 

normais. A ação da maioria dos agentes quimioterápicos prevalece sobre as células 

de rápido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema 

imunológico (DE WEVER et al., 2008; MARSH; LIU, 2009; MONSANTO et al., 

2013).

Devido a essa inespecificidade quanto ao alvo, os agentes antineoplásicos 

provocam vários efeitos adversos, que são divididos em dois grupos: agudos, 

iniciando consecutivamente após a dose administrada, persistindo por alguns dias; e 

tardios, que podem aparecer semanas ou até mesmo meses após a infusão dos 

medicamentos (ROQUE; FORONES, 2006). Estes efeitos adversos podem também 

ser classificados como toxicidade hematológica e não hematológica. O grupo de 

toxicidade hematológica abrange as células da medula óssea, que também são 

altamente susceptíveis aos efeitos citotóxicos levando a trombocitopenia, leucopenia 

e a neutropenia febril. Entre os efeitos adversos que são relatados no grupo de 

toxicidade não hematológica destacam-se complicações cardíacas, gastrintestinais, 

hepáticas, renais, neurológicas, pulmonares, dermatológicas, alterações 

metabólicas, disfunções reprodutivas e reações alérgicas (GUIMARÃES, 2012).

Os subtipos moleculares que possuem receptores de estrogênio RE+ 

representam aproximadamente dois terços das neoplasias mamárias responsivas a 

manipulações do sistema endócrino e, portanto o uso da terapia anti-hormonal 

mostra resultados satisfatórios. O estrogênio ligado ao receptor alfa ou beta na
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superfície celular, é capaz de conduzir uma gama de ações celulares e condições 

fisiológicas, tais como a proliferação das células neoplásicas. A terapia anti­

hormonal age bloqueando receptores específicos, inibindo ou impedindo o 

crescimento tumoral. Os promotores anti-hormonais aprovados para o tratamento ou 

prevenção do câncer de mama são os moduladores seletivos do receptor de 

estrogênio (SERMs) e os inibidores da aromatase (AIs). Dentre os SERMs estão o 

tamoxifeno e raloxifeno, enquanto que os AIs são o anastrozol, letrozol e 

exemestano. Ambas as categorias de fármacos dominam diferentes vias 

metabólicas de ativação e eliminação convergindo para a uma via final comum entre 

os SERMs e AIS que é o desequilíbrio da sinalização estrogênica nas células 

tumorais. Desta maneira segundo a variedade genética, proteínas distintas podem 

estar envolvidas no metabolismo promovendo diferenciados resultados nos 

pacientes. Além disso, elementos genéticos podem ocasionar assimilação ou 

entrega do fármaco diferente, cooperando para diversidades na eficácia 

medicamentosa (WESTBROOK; STEARNS, 2013).

Ação específica nas células tumorais evitando danos às células normais é o 

mecanismo da terapia alvo. Anticorpos monoclonais altamente capazes de restringir 

o avanço tumoral é a ferramenta empregada nesta terapia. Os anticorpos 

predominantes desta modalidade de tratamento são trastuzumabe e bevacizumabe. 

O trastuzumab é um anticorpo monoclonal humanizado que se liga de maneira 

específica ao receptor Her-2, suspendendo a multiplicação celular nos subtipos 

moleculares que superexpressam a proteína do oncogene Her-2. A quimioterapia 

combinada com trastuzumab conduz a diminuição expressiva na reincidência e 

letalidade da neoplasia Her-2+, quando utilizado no contexto de adjuvante 

(PICCART-GEBHART et al., 2005; ROMOND et al., 2005; SLAMON et al., 

2011). Da mesma forma de ação, o bevacizumab também é um anticorpo 

monoclonal humanizado direcionado especificamente ao Fator de Crescimento 

Endotelial Vascular A (VEGF-A), importante promotor da angiogênese, fator 

fundamental para a proliferação do tumor (WESTBROOK; STEARNS, 2013).

A indução de apoptose tem sido um dos importantes mecanismos de ação 

dos agentes anti-tumorais e recentes estudos tem focado no uso de enzimas 

topoisomerases de DNA, que são essenciais para a replicação do DNA e 

consequentemente para a sobrevivência da célula (CHAN; COWARD, 2013). Muitas 

proteínas isoladas de peçonhas de serpentes capazes de induzir apoptose em
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células tumorais vêm sendo amplamente estudadas para o desenvolvimento de 

tratamento alternativo para as neoplasias (AZEVEDO et al., 2016; CORREA et al., 

2002; MONTENEGRO et al., 2012; NOLTE et al., 2012; VYAS et al., 2013).

Atualmente vários estudos têm demonstrado que proteínas ou peptídeos de 

peçonha de serpentes podem também ligar-se especificamente a membranas de 

células cancerígenas, afetando a migração e a proliferação celular (VYAS et al., 

2013). A crotoxina, uma fosfolipase A2 isolada da peçonha de Crotalus durissus 

terrificus, apresenta citotoxicidade para células tumorais em estudos “in vitro” e “in 

vivo” e está sendo testada em estudos farmacocinéticos e de fase I em pacientes 

com câncer avançado (CURA et al., 2002). Também foram relatados por Stanchi e 

colaboradores 2002, estudos de um composto denominado VRCTC-310-ONCO 

desenvolvido a partir da peçonha de Crotalus durissus terrificus que possui 

potenciais efeitos antineoplásicos (STANCHI et al., 2002).

Outro estudo “in vitro” conduzido por (AZEVEDO et al., 2016) demonstra o 

efeito antitumoral de uma fosfolipase A2 isolada de Bothrops 

pauloensis denominada BnSP-6, levando ao efeito antitumoral em células MDA-MB- 

231 (câncer de mama triplo negativo). Foram observados ação sobre apoptose e 

autofagia, além de demonstrar a expressão de genes por PCR em tempo real, 

relacionados a essas vias. Interessantemente observou-se ação sobre 

citotoxicidade, inibição da adesão e migração de células tumorais.

Dentre as muitas toxinas estudadas para o combate do desenvolvimento e 

proliferação do câncer encontram-se as metaloproteases de peçonhas de serpentes 

(SVMPs -  Snake Venom Metalloproteinases), lectina tipo-C e desintegrinas que 

inibem a migração celular in vitro e a progressão do tumor in vivo, por interagirem 

especificamente com algumas integrinas nas membranas celulares (KAMIGUTI; 

ZUZEL; THEAKSTON, 1998; MARKLAND, 1998; MONTENEGRO et al., 2012; 

VYAS et al., 2013). As SVMPs merecem um lugar de destaque por possuírem várias 

características prejudiciais e tóxicas ao ambiente celular. Estas toxinas têm sido 

alvo de investigações científicas, podendo ser usadas como ferramentas úteis no 

estudo de vários processos biológicos, tais como: migração e adesão celular, 

indução de apoptose, agregação plaquetária e angiogênese. Mecanismos estes 

utilizados por células tumorais no estabelecimento e propagação de diferentes tipos 

de câncer (COMINETTI et al., 2004). Nesse contexto, as SVMPs representam um
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potencial e promissor alvo para pesquisas que gerem conhecimentos a cerca de 

novos candidatos à bioprospecção de medicamentos para a terapia do câncer.
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3 METALOPROTEASES DE PEÇONHA DE SERPENTES (SVMPs)

As SVMPs são enzimas pertencentes ao clan “Metzincin” descrita por Stocker 

e colaboradores 1995, em virtude de serem metaloproteases dependentes de zinco 

e terem uma metionina em comum na volta abaixo do sítio ativo e um segmento em 

hélice carboxi-terminal, contendo dois ou três resíduos de histidina envolvidos no 

sítio de ligação do zinco. A volta de metionina forma uma base hidrofóbica sob o 

centro ativo da hélice e da cavidade de ligação do substrato. O sítio ligante de zinco 

possui uma sequência de aminoácidos comum nos diferentes membros desta família 

de metaloproteases, HEBXHXBGBXH, onde H é uma histidina, E é o ácido 

glutâmico, G é a glicina, B é qualquer resíduo hidrofóbico, X é qualquer aminoácido. 

(GOMIS-RUTH, 2009; MOURA-DA-SILVA; BALDO, 2012; STOCKER; BODE, 

1995; STOCKER et al., 1995).

As metaloproteases são estocadas na glândula de veneno como zimogênios 

e são ativadas geralmente por hidrólise de um pró-domínio através de um 

mecanismo cisteína switch-like semelhante ao descrito para as metaloproteases da 

matriz extracelular. Neste mecanismo o grupo tiol de um resíduo de cisteína 

presente numa sequência altamente conservada (PKMCGVT), adjacente ao domínio 

protease, está ligado ao íon zinco do sítio ativo, dessa forma bloqueando a função 

enzimática (GRAMS et al., 1993). No processamento proteolítico dessas 

metaloproteases, o qual também pode ser autolítico, o grupo tiol é liberado do sítio 

ativo e a enzima é ativada. Vários ativadores potenciais de pro-metaloproteases de 

peçonhas de serpentes foram descritos, tais como agentes oxidantes, surfactantes, 

metais pesados, entre outros, que modificam o resíduo de cisteína e dessa forma 

promovem a desestabilização da ligação do zinco com o grupo tiol da cisteína 

ativando a enzima (NAVES DE SOUZA et al., 2012; SHIMOKAWA et al., 1996).

As SVMPs são proteínas multimodulares apresentando massas moleculares 

variando de 20 a 110 kDa. De acordo com a constituição de seus domínios 

estruturais, as SVMPs são classificadas em três classes, designadas PI, PII, PIII e 

onze subclasses (PIa, PIIa, PIIb, PIIc, PIId, PIIe, D-I, PIIIa, PIIIb, PIIIc e PIIId), 

representadas na Figura 1 (FOX; SERRANO, 2008). Na sua forma madura, as 

metaloproteases da classe PI são compostas apenas pelo domínio metaloprotease 

ligante de zinco. As da classe P-II, possuem além do domínio metaloprotease um
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domínio desintegrina no carboxi-terminal, possuindo a sequência XXCD, ao invés da 

seqüência Arg-Gly-Asp (RGD) presente nos peptídeos desintegrinas presentes nas 

peçonhas ofídicas. A classe P-III, contém um domínio rico em cisteína, além dos 

domínios metaloprotease e desintegrina-/ike, enquanto as metaloproteases da 

subclasse P-IIId possuem um domínio adicional lectina tipo-C /ike. O critério utilizado 

para classificar as SVMPs foi essencialmente baseado na presença ou ausência dos 

domínios não catalíticos que são observados por análises de transcriptoma ou por 

proteínas isoladas das peçonhas.

Figura 1: Classificação das SVMPs. Precursores multimodulares (à esquerda) e proteínas após processamento 
(à direita). P: peptídeo sinal; Pro: porção pró-domínio, removido durante sua ativação; Proteinase: domínio 
metaloproteinase sequência HEBXHXBGBXH, S: sequência de aminoácidos entre o domínio catalítico e 
disintegrina ou semelhante à disintegrina, Dis: disintegrina, Dis-Like: domínio semelhante à disintegrina, Cys- 
Rich: domínio rico em cisteína, Lec: domínio lectina tipo C. As lacunas com o símbolo interrogação (?) denotam 
que não foi constatado o precursor em peçonhas ofídicas. Retirado de (FOX; SERRANO, 2008).

A diversidade de domínios estruturais das SVMPs confere às mesmas várias 

atividades biológicas, tais como alterações na hemostasia, hemorragia, edema, 

necrose e inflamação que caracterizam o quadro fisiopatológico do envenenamento 

(ESCALANTE et al., 2011; GUTIERREZ; ESCALANTE; RUCAVADO, 2009; 

GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; GUTIERREZ et al., 2005; LAING et al., 2003; 

MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000; RODRIGUES, V. M. et al., 2015).

As SVMPs têm sido bastante utilizadas em estudos in vitro, demonstrando 

que estas causam proteólise dos componentes da matriz extracelular (colágeno tipo 

IV, laminina, fibronectina), proteínas do plasma (fibrinogênio, fibrina, fator de Von
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Willenbrand, protrombina) e proteínas da superfície celular (integrinas e caderinas). 

Além disso, SVMPs são capazes de interagir com receptores das plaquetas, de 

células endoteliais e fibroblastos, ativando ou inibindo a resposta celular (MOURA- 

DA-SILVA; BUTERA; TANJONI, 2007; WHITE, 2005). Esses efeitos podem resultar 

em várias alterações fisiopatológicas tais como inflamação, inibição da agregação 

plaquetária, apoptose e principalmente hemorragia (GUTIERREZ et al., 2005), uma 

das principais complicações do envenenamento ofídico.

Estudos que comprovam a ação proteolítica das SVMPs hemorrágicas sobre 

proteínas da matriz extracelular atestam o poder de hidrólise de substratos variados, 

porém com diferentes especificidades (BARAMOVA et al., 1989). Essa ação 

proteolítica promove uma fragilidade e perda da integridade dos capilares resultando 

em hemorragia (BALDO et al., 2010). Esses estudos denotam que as SVMPs da 

classe PIII são as mais potentes hemorraginas contidas nas peçonhas ofídicas 

devido ao fato de apresentarem em sua estrutura o domínio metaloprotease com 

forte ação proteolítica somando-se aos domínios semelhante à desintegrina (XCD) e 

rico em cisteína que, juntos conferem o poder de ligação aos componentes da 

membrana basal, tais como o colágeno tipo IV, o que leva a alta concentração de 

toxinas nos capilares intensificando os danos provocados à microvasculatura 

(ESCALANTE et al., 2011).

Metaloproteases de classe PIII não possuem a sequência RGD 

correspondente ao domínio desintegrina, entretanto apresentam um domínio com a 

sequência XCD intitulado tipo disintegrina (desintegrina like), que também interfere 

na função plaquetária (PAINE et al., 1992). A sequência XCD é quem confere as 

SVMPs da classe PIII a capacidade de interferência na hemostasia e função das 

plaquetas, permitindo a interação com as integrinas plaquetárias a2p1 e a2p3 

impossibilitando assim a ligação com o colágeno e o fibrinogênio. Uma outra 

maneira de ação sobre o complexo de plaquetas é a proteólise do fator de Von 

Willebrand e das integrinas (MOURA-DA-SILVA; BALDO, 2012; SAJEVIC; 

LEONARDI; KRIZAJ, 2011; WIJEYEWICKREMA; BERNDT; ANDREWS, 2005). É 

considerável ressaltar que outras sequências tripeptídicas semelhantes a RGD já 

foram encontradas e descritas em desintegrinas das peçonhas ofídicas; tais como 

MLD, KGD, ECD, VGD, entre outras e também possuem ação similar a RGD 

clássica sobre a agregação plaquetária (CALVETE et al., 2005).
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Há um aumento na busca de diferentes estratégias aplicadas à pesquisa em 

peçonhas ofídicas com ação antitumoral, visando focar não só na identificação de 

toxinas com esta aplicabilidade, mas também na forma de elucidar o mecanismo de 

ação de toxinas que apresentem ações diretas contra o câncer (CALDERON et al., 

2014). Jararagina, uma SVMP-PIII isolada a peçonha de B. jararaca (PAINE et al., 

1992) induziu citotoxicidade, inibição da adesão, migração e invasão celular ‘in vitro’ 

em células SKMEL-28 de melanoma humano (CORREA et al., 2002). Além disso, 

essa toxina interfere na capacidade de formação de metástases "in vivo” (MARIA et 

al., 2014) e induziu a expressão de IL-8, moléculas de adesão e óxido nítrico em 

células endoteliais (LOPES et al., 2012).

Outras SVMP-PIII com potencial antitumoral são destaques na literatura, a 

saber: a TSV-DM P-III-B isolada da peçonha de Trimeresurus stejnegeri que, inibiu a 

proliferação celular e induziu alterações morfológicas em células endoteliais ECV304 

(CHAISAKUL et al., 2016; WAN et al., 2006). ACTX-6 isolada da peçonha de 

Agkistrodon acutus, que induziu apoptose em linhagens de células tumorais HeLa 

(ZHANG; WEI, 2007). Acocostatin, um peptídeo desintegrina-like recombinante 

clonado do mRNA da glândula de veneno da Agkistrodon contortrix contortrix, foi 

capaz de induzir apoptose em células endoteliais da Veia Umbilical Humana 

HUVECs e em células HeLa, e também agiu impedindo a migração de células SK- 

MEL-28. (TEKLEMARIAM et al., 2011). Peptídeos sintéticos contendo a sequência 

RGD, a qual está presente em peptídeos desintegrinas isolados de peçonha de 

serpente, estão sendo utilizados no tratamento de pacientes com câncer. Cilengitide 

é um peptídeo antagonista de integrina av que está sendo avaliado em estudos de 

fase II em pacientes com glioblastoma (MACDONALD et al., 2013).

Os estudos supracitados inferem que as SVMPs possuem uma extensa série 

de atividades e uma considerável participação nos efeitos fisiopatológicos ligados ao 

envenenamento por peçonhas ofídicas, bem como em várias ações terapêuticas. 

Desta forma, esses resultados conduzem a uma provável aplicação das peçonhas 

de serpente, bem como suas toxinas isoladas para o tratamento do câncer 

(BORKOW; CHAIM-MATYAS; OVADIA, 1992; CALDERON et al., 2014; 

CHAISAKUL et al., 2016; MARIA et al., 2014).

A peçonha de Bothrops pauloensis possui cerca de 30% do seu conteúdo 

proteico representado por metaloproteases (RODRIGUES, R. S. et al., 2012). Dessa 

peçonha já foram isoladas três metaloproteases, sendo duas da classe PI,
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denominadas de BpMP-I (NAVES DE SOUZA et al., 2012) e BpMP-II (ACHE et al., 

2015) e uma da classe PIII denominada Bothropoidina (GOMES et al., 2015).

Bothropoidina é uma metaloprotease hemorrágica de Classe PIII isolada da 

peçonha da serpente Bothrops pauloensis por Gomes e colaboradores 2015. Esta 

proteína apresenta massa molecular de aproximadamente 49kDa e é capaz de 

hidrolisar diferentes substratos como azocaseína, fibrinogênio, fibrina, colágeno e 

fibronectina. Esta enzima interfere na coagulação sanguínea alterando os tempos 

de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e de protrombina (TP), causando 

incoagulabilidade sanguínea. Esta enzima também é capaz de inibir a agregação 

plaquetária induzida por colágeno e ADP e interferir em processos de adesão celular 

demonstrando seu potencial terapêutico (GOMES et al., 2015).

Os estudos de caracterização funcional demonstraram também que essa 

molécula foi capaz de induzir danos ao tecido muscular levando as células a 

desenvolver alterações morfológicas como necrose das fibras, edema e presença de 

infiltrado inflamatório, alterações estas observadas em músculo gastrocnêmio de 

camundongos tratados com a toxina. Outro efeito demonstrado pela Bothropoidina 

foi a interferência na adesão e viabilidade celular. Efeitos estes que acreditam ser 

devido à interação do domínio não catalítico da enzima com integrinas de membrana 

(GOMES et al., 2015).

Bothropoidina ainda não havia sido submetida a estudos que caracterizassem 

o seu potencial efeito antitumoral e antiangiogênico. Assim, neste trabalho foi 

avaliada a capacidade da toxina em eventos fisiopatológicos dessa natureza bem 

como a sua atuação na indução a apoptose em células tumorais. A seguir serão 

apresentados resultados da avaliação realizada da ação antitumoral e 

antiangiogênica de Bothropoidina sobre células tumorais de câncer de mama MDA- 

MB-231 e células endoteliais murinas denominadas t-End. Entende-se que a 

caracterização do efeito antitumoral e antiangiogênico dessa toxina abrirá novas 

perspectivas para estudos de sinalização de vias de morte celular, bem como de 

experimentos "in vivo” visando o uso dessa toxina como ferramenta para o 

desenvolvimento de tratamentos alternativos para o câncer.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Caracterizar o efeito antitumoral e antiangiogênico da Bothropoidina, uma 

metaloprotease isolada da peçonha de Bothrops pauloensis sobre células tumorais e 

endoteliais humanas.

4.2 Objetivos específicos

• Avaliar a ação da toxina na viabilidade celular.

• Avaliação da apoptose por Anexina V e Iodeto de Propídeo .

• Inibição da migração celular por Wound Healing.

• Avaliar a ação da Bothropoidina na inibição da angiogênese pela formação 

de túbulos em matrigel.
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Abstract

Breast cancer is a highly malignant carcinoma and remains the second leading 

cause of mortality among women. The antitumor effects of metalloproteinases and 

disintegrins from snake venom on various types of cancer cells have been 

investigated. In this study, we evaluated the antitumor and antiangiogenic effects on 

MDA-MB-231 human breast cancer cells and endothelial cells induced by 

Bothropoidin, a disintegrin-like metalloproteinase isolated from Bothrops pauloensis 

snake venom. At 24h after treatment at 100pg/mL, Bothropoidin exerted a moderate 

cytotoxic effect of 30% on MDA-MB-231 versus 10% cytotoxicity against MCF10A (a 

non-tumorigenic breast cell line), a significant difference that suggests a possible 

preference by this protein for targets in cancer cells. Early and late apoptosis of 

MDA-MB-231 was observed after Bothropoidin treatment (10gg/mL and 40gg/mL). 

Furthermore, this toxin inhibited not only the adhesion of MDA-MB-231 cells in a 

dose-dependent manner but also cell migration by approximately 45%. In addition, 

Bothropoidin decreased endothelial cells viability and adhesion in Matrigel and 

inhibited in vitro angiogenesis in Matrigel stimulated by bFGF, showing significantly 

fewer formed vessels. The results demonstrated that Bothropoidin has potent in vitro 

antitumor and antiangiogenic effect and represents a biotechnological tool for 

elucidating the antitumor effect of disintegrins-like metalloproteinases in cancer cells.

Key words: snake venom metalloproteinase, MDA-MB-231 cells, antitumor, 
antiangiogenic.
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1. Introduction

Breast cancer is the most common malignant disease in women [1] and has 

been responsible for a significant increase of mortality in the last decade in Latin 

America [2]. According to the National Cancer Institute José Alencar Gomes da Silva 

(INCA) in Brazil, 57,960 new cases of breast cancer are expected in 2016, with an 

estimated risk of 56.20 cases per 100,000 women.

Cancer cells are characterized by uncontrolled cellular growth, loss of 

apoptotic ability, invasion into surrounding tissues and metastasis [3, 4]. Metastasis 

is responsible for more than 90% of cancer-associated mortality [5, 6], an event that 

requires several interrelated molecular mechanisms that can induce cell adhesion, 

migration through the extracellular matrix as well as angiogenesis [5, 6].

Cell-cell and cell-matrix signaling, communication between adhesion sites and 

migration of cells are important in the overall architecture and maintenance of tissue 

integrity; however, these cellular functions and mechanisms are often deregulated in 

cancer [7, 8]. In addition, events such as adhesion, migration and proliferation of 

endothelial cells are very important for tumor angiogenesis, which is required to 

sustain malignant cells with nutrients and oxygen for tumor growth [9, 10], whereas 

the development of new blood vessels in the tumor also facilitates metastasis 

formation [10, 11]. Consequently, preventing this process is important for inhibiting 

both tumor growth and metastasis [12, 13].

Cell-matrix adhesions, cell migration, proliferation, differentiation and survival 

of cells, observed in many biological processes, are regulated by cell adhesion 

receptors known as integrins [14, 15]. Thus, integrins contribute to cancer 

progression [16] and play an important role in proliferation, survival, tumor 

angiogenesis and metastasis [17, 18]. The expression of integrins may vary
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significantly between normal and cancer tissue and thus they can be used as 

selective targets in cancer therapy [19]. Therefore, integrin antagonists are 

continuously employed for their antitumor potential and ability to reduce metastasis, 

such as Cilengitide, an av^3/av^5 integrin inhibitor currently used in clinical trials for 

anti-cancer therapy [20-23].

Disintegrins and some metalloproteinases from snake venom are natural 

integrin antagonists characterized by their ability to interact with many integrins 

expressed by a number of cells; these toxins are frequently investigated as targets 

for the development of cancer therapy [24-28]. Disintegrins constitute a family of low- 

molecular-weight proteins from snake venoms that specifically bind cell surface 

integrins on different cell types. Most disintegrins present an RGD (Arg-Gly-Asp) 

motif located near the C-terminal that serves as the primary recognition site in 

extracellular matrix proteins [29, 30].

Snake venom metalloproteinases (SVMPs) can trigger hemorrhaging by 

causing changes in blood coagulation or interaction with the main components of the 

extracellular matrix such as collagen, laminin, and fibronectin [31, 32]. These proteins 

are classified according to their structure into the following classes: P-I, which has 

only a metalloproteinase domain, P-II, which contains a metalloproteinase followed 

by a disintegrin domain and P-III, which presents a catalytic Zn-dependent 

metalloproteinase, a disintegrin-like domain and cystein-rich domain. P-III SVMPs 

can be divided into subclasses based on their distinct post-translational modifications 

(PIIIa, P-IIIb, P-IIIc and P-II Id) [33].

Gomes et al. (2014) [34] isolated and showed the structural and functional 

characteristics of a hemorrhagic metalloproteinase denominated Bothropoidin from 

Bothrops pauloensis. The P-III metalloproteinase Bothropoidin has a molecular mass
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of 49,000 Da and exerts significant proteolytic activity on azocasein, Aa-chain of 

fibrinogen, fibrin, collagen and fibronectin. In addition, this toxin is able to inhibit 

collagen and ADP-induced platelet aggregation and to interfere with the viability and 

cell adhesion of endothelial cells. Given these functional properties, in this work we 

investigated the in vitro antitumor and antiangiogenic activities of Bothropoidin.

2. Materials and methods

2.1. Venom

Bothrops pauloensis snakes were kept at Serpentarium Bioagents, LTDA, 

Batatais-SP, Brazil which is registered in the Brazilian Institute of the Environment 

and Renewable Natural Resources (number 471301). Venom was collected, 

centrifuged, lyophilized and stored at -20°C until use. 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. Bothropoidin purification

Bothropoidin isolation was conducted similarly as previously described by 

Gomes, et al., 2015 [34] using three chromatographic steps on cation-exchange CM- 

Sepharose, size-exclusion Sephacryl S-300 HR HiPrep 26/60 and anion-exchange 

Capto Q columns. The sample homogeneity was confirmed by reverse-phase 

chromatography in an HPLC system using a C2C18 column and by 12.5% SDS- 

PAGE [35].
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2.3. Cell culture

Breast cancer cell - MDA-MB-231(ATCC® HTB-26™) and non-tumorigenic 

breast cell lines - MCF10A (ATCC® CRL-101317™) were purchased from American 

Type Culture Collection (ATCC; Manassas, USA). Murine endothelial cell line derived 

from thymus hemangioma (tEnd) was kindly provided by Dr. Patricia Clissa from the 

Butantan Institute. Cells were maintained as a monolayer culture in a humidified 

incubator containing 5% CO2 at 37°C. MDA-MB-231 cells were cultivated in IMDM 

medium (Sigma Aldrich, Brazil) supplemented with 10% bovine fetal serum (FBS), 

100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin. MCF10A cells were maintained in 

DMEM F12 medium (Sigma Aldrich, Brazil) supplemented with EGF 20 ng/mL, 

hydrocortisone 0.5 pg/mL and insulin 10 pg/mL (Thermo Fisher Scientific, Brazil) and 

10% FBS, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (Sigma Aldrich, Brazil). 

The tEnd cells were cultivated in RPMI 1640 medium (Sigma Aldrich, Brazil) 

containing 10% FBS 2 mM L-glutamine, 2 mM sodium pyruvate, 1 mM non-essential 

amino acids, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin.

2.4. Cell viability

Cell viability of cultures treated with Bothropoidin was evaluated by the 

colorimetric MTT assay ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) 

bromide). The cells (5 * 104 cells/well) were seeded into a 96-well plate for adhesion. 

After 24h the cells were incubated with medium in the absence (control cells) or 

presence of different concentrations of Bothropoidin (100, 50, 25, 12.5 and 3.125 

pg/mL) at 37 °C and 5% CO2. After 24 h the cells were incubated with MTT reagent 

(5 mg/mL, 20 pL/well) for 3 h and the formazan crystals were dissolved by 100 pL of 

phosphate buffered saline (PBS) containing 10% SDS and 0.01 N HCl. After 18 h the
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optical density was determined at 570 nm in a plate reader (Multiskan GO Thermo 

Scientific, USA).

Apoptosis assay

Apoptosis was assessed by staining with Annexin V-FITC and propidium 

iodide (PI) using the apoptosis detection kit (BD Biosciences, Brazil), according to the 

manufacturer’s protocol. MDA-MB-231 cells (2 x l0 5/well) were placed in 12-well 

culture plates at 37°C and 5% CO2. After 24 h cells were incubated with medium in 

absence (control cells) or presence of Bothropoidin (10 and 40 pg/mL). After 24 h 

cells were incubated with 5 pL of annexin V-FITC and 2 pL PI for 30 min at 25°C. 

After incubation the cells were examined by flow cytometry (BD Accure C6, USA) and 

analyzed via the software FlowJo (FlowJo v.7.6.5; Tree Star Inc., Ashland, OR, 

USA).

2.6. Cell adhesion assay

For this assay cells (6 x 104 cells/well) previously incubated for 30 min at 37°C 

with medium in the absence (control cells) or presence of different concentrations of 

Bothropoidin (5, 10, 20 and 40 pg/mL) were added to a 96-well plate previously 

coated or not coated with Matrigel 1 mg/mL (Corning® Matrigel® Matrix, USA) for 1 h 

at 37 °C. After 2 h, the detached cells were removed by two careful washes with 

PBS. The adherent cells were quantified by the MTT assay as described previously 

and cells were photographed under a microscope at x20 magnification.
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2.7. Wound-healing assay

The wound-healing assay was performed to measure the effects of 

Bothropoidin on cell migration [36]. MDA-MB-231 cells (2x105 cells/well) were seeded 

on 24-well plate and allowed to grow to confluence at 37°C. The medium was then 

discarded and culture cell monolayers were scratched using a plastic pipette tip. 

Then, the cell monolayers were incubated with medium in the absence (control cells) 

or presence of Bothropoidin (10 pg/mL). Migration evaluation was conducted at 24h, 

with photographs taken at 0 and 24 h, whereas the percent migration of cells was 

calculated using the equation [(S -  F)/S] * 100, where S is the distance (mm) of the 

cell edge at 0 h, and F is the distance (mm) of the cell edge at 24h.

2.8. In vitro angiogenesis assay

The effect of Bothropoidin on formation of capillary networks was evaluated by 

Matrigel tube formation assays [37]. For this assay, tEnds cells (2^104 cells/well) 

were preincubated with 40pg/mL of Bothropoidin for 30 min at 37°C. After incubation 

cells were added to cell culture chamber slide coated with 50pl of Matrigel 5.25 

mg/mL (Corning® Matrigel® Matrix, USA) and incubated with culture medium 

supplemented with bFGF (30 ng/mL) (Thermo Fisher Scientific, Brazil) for 18 h. Cells 

incubated only with medium were used as control. The cells were photographed 

under a microscope at x20 magnification and the vessels were counted.



84

2.9. Statistical analysis

The experiments were performed in triplicate and the results were presented 

as mean ± standard deviation (S.D.). Statistical significant values were compared to 

controls by either the 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 and Discussion

The use of integrin antagonists from snake venom as potential therapeutics 

has been increasing in pharmaceutical research studies as a potential / on anticancer 

therapy [25, 28, 38]. In this context, the search for new components in snake 

venoms, as well as the comprehension of their action mechanism have been 

relevant. In this work, we demonstrated in vitro antitumor and antiangiogenic effects 

of Bothropoidin, a disintegrin-like metalloproteinase isolated from Bothrops 

pauloensis snake venom.

Initially the viability of MDA-MB-231 cells was evaluated by MTT assay; and 

according to our results, Bothropoidin showed significant cytotoxicity toward this cell 

line, with approximately 30% cytotoxicity at 100pg/mL at 24h after treatment (Figure 

1A). Surprisingly, the cytotoxic potential of Bothropoidin was significantly lower 

against MCF10A (Figure 1B) at the same concentration, showing only approximately 

10% cytotoxicity. Some SVMPs are capable of inducing antitumor activity in different 

cancer cell lines [26, 39, 40], such as Leucurolysin-B (leuc-B), a class PIII 

metalloproteinase isolated from Bothrops leucurus, which also showed a 

remarkable cytotoxic effect against breast cancer, glioblastoma, Ehrlich ascites 

carcinoma and melanoma cell lines [41].
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Although Bothropoidin has induced a cytotoxic activity on MDA-MB-231 cells, 

it did not affect significantly the viability of non-tumorigenic breast cell line (MCF10A) 

suggesting that this protein may preferentially target cancer cells. However, despite 

the prior abundant research on the biotechnological potential of SVMPs, until now, 

few studies have investigated therapeutic potential upon different cancer cell lines 

[26, 40-42]. This scarcity is probably attributable to their toxic effects, complex 

structure and the presence of different pharmacologically active motifs in this class of 

molecules.

Apoptosis is a key mechanism for most cancer therapies [43, 44]. Thus, we 

investigated whether the observed cytotoxic effects of Bothropoidin on MDA-MB-231 

cell are mediated via apoptosis. Bothropoidin significantly increased early and late 

apoptosis of MDA-MB-231 cells. As shown in Figure 2, treatment with Bothropoidin 

(10 and 40gg/mL) caused late apoptosis of MDA-MB-231 human breast cancer cells 

(13 and 22%, respectively). Low percentages of necrotic cells were observed in cells 

treated with Bothropoidin. Jararhagin, a disintegrin-like metalloproteinase isolated 

from Bothrops jararaca snake venom, also induces apoptosis and causes DNA 

fragmentation by activation of caspase-3 in B16F10 melanoma cells. In addition, 

anoikis is the main mechanism associated with jararhagin-induced apoptosis in 

endothelial cells [45]. Anoikis is a type of apoptosis that occurs as a consequence of 

the disruption of cell-matrix interactions by matrix metalloproteinases (MMPs) [46, 

47]. Apoptosis induced by jararhagin in endothelial cells was completely dependent 

on catalytic activity and comprised a rapid change in cytoskeleton dynamics with cell 

retraction, rearrangement of the actin network and a decrease in FAK association 

with actin and in tyrosine-phosphorylated proteins, suggesting an interference with 

focal adhesion contacts [45]. However, other SVMPs show distinct effects on
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endothelial cell apoptosis; VAP1, a metalloproteinase/disintegrin from Crotalus atrox, 

induces apoptosis with no degradation of extracellular matrix or interference in 

endothelial cell adhesion [48]. Thus, action of this SVMP on endothelial cells may 

involve a direct effect of the disintegrin domain on integrin receptors. Interestingly, 

Bothropoidin was able to degrade ECM components [34]; nevertheless, the 

mechanism of Bothropoidin-induced cytotoxicity and apoptosis in MDA-MB-231 cells 

still needs to be investigated.

Metastasis is a property of malignant cancer cells, where they require the 

involvement of integrins in a number of signaling events such as migration and 

invasion of tumor cells [5, 49]; and the integrins may constitute interesting targets of 

drugs utilized to inhibit several steps of the metastatic cascade and the tumor 

microenvironment. Therefore, in this study we also investigated the influence of the 

disintegrin-like metalloproteinase Bothropoidin on adhesion and migration of MDA- 

MB-231 , a highly metastatic human breast cancer cell line. As shown in Figure 3, 

Bothropoidin inhibited the adhesion of MDA-MB-231 cells in a dose-dependent 

manner; at the concentration of 10 pg/mL, it also inhibited the cell migration by 

approximately 45% when compared to the untreated control throughout 24 h (Figure 

4). The scratches in the untreated MDA-MB-231 control had closed 100% after 24 h. 

DisBa-01, an avp3 integrin-blocking RGD-disintegrin, also inhibits migration of MDA- 

MB-231 cell in a concentration-dependent fashion [38]. Interestingly the recombinant 

disintegrin domain of ADAM9 strongly inhibited breast tumor cell invasion on Matrigel 

and binds to MDA-MB-231 cells by pi, a3, aVp3, aVp5 and a2 integrins [50]. The 

ADAM (A Disintegrin And Metallopeptidase) are a family of proteins that comprise a 

snake venom-homolog group of multidomain proteins implicated in multiple biological 

processes including proteolysis, cell adhesion, cell fusion, cell proliferation and cell
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migration [51]. Thus, we suggest a key role for these domains (Disintegrin and 

Metallopeptidase) in Bothropoidin-induced adhesion and migration inhibition.

Given that metastasis and tumor growth require angiogenesis, tumor- 

recruited microvascular endothelial cells have become an important target in cancer 

therapy. Thus, a number of antiangiogenic factors are currently being tested in 

clinical trials [10, 52]. Therefore, we study the antiangiogenic properties of 

Bothropoidin. We first investigated whether Bothropoidin affects the viability of 

endothelial cells. Our results showed that this protein decreased tEnd cell viability at 

concentrations higher than 20pg/mL (Figure 5A). In addition, Bothropoidin (40 pg/mL) 

inhibited the adhesion to extracellular matrix proteins (Figure 5C) when compared to 

control cells (Figure 5B).

New blood vessel formation includes the migration of endothelial cells from 

the existing capillaries, release of several angiogenic factors, which include vascular 

endothelial growth factor (VEGF), angiopoetins, basic fibroblast growth factor 

(bFGF), and morphogenic rearrangement of endothelial cell into a tube-like structure 

[36]. In order to investigate the ability of Bothropoidin to inhibit tube formation, its 

effect in a Matrigel angiogenesis assay was investigated. In vitro angiogenesis 

assays were performed using tEnd cells pretreated with Bothropoidin (40pg/mL). 

Capillary-like structure formation (tubular angiogenesis) in Matrigel previously 

stimulated with bFGF (Figure 6A, control cells) were strongly inhibited. Bothropoidin 

(Figure 6B), showing significant reduction in the number of vessels formed (Figure 

6C). DisBa-01, a recombinant disintegrin from Bothrops alternatus, inhibits bFGF- 

induced angiogenesis in nude mice under the Matrigel plug assay and strongly 

inhibits the expression of VEGF and its receptors in endothelial cells, effects that are 

probably mediated by av^3 integrin inhibition[53]. The recombinant disintegrins r-
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Viridistatin 2 and r-Mojastin 1, derived from the Mohave and Prairie rattlesnakes, also 

can inhibit bFGF-elicited angiogenesis in vitro in the Matrigel assay [54], an effect 

attributable to inhibition of integrins, since both recombinant disintegrins bind to av^3 

and av^5 receptors. In addition, Leucurogin, a recombinant disintegrin-like cloned 

from Bothrops leucurus SVMP, showed potent inhibition of the vascularization 

process in a sponge implant model [42].

Bothropoidin presents the disintegrin-like domain and probably inhibits 

adhesion and angiogenesis by binding to integrins on the cell surface. Gomes et al. 

(2015) demonstrated that Bothropoidin at 40 pg/mL is able to induce significant 

detachment of endothelial cells even after removal of the zinc from the catalytic site 

by EDTA [34], thus showing the importance of disintegrin-like domain for this action. 

However, the catalytic domain may also be responsible for this effect. The PIII SVMP 

jararhagin produced complete inhibition of tEnd cell detachment when preincubated 

with EDTA [45], whereas BpMP-II, a PI SVMP isolated from Bothrops pauloensis 

snake venom, was also able to inhibit in vitro angiogenesis probably by a proteolytic 

mechanism [55]. Therefore, SVMPs can interfere with the viability and adhesion of 

endothelial cells by degradation of extracellular matrix proteins such as fibronectin, 

vitronectin, collagen I and collagen IV or plasma proteins [31, 32, 56].

Thus, antiangiogenic activity in vitro induced by Bothropoidin evaluated by 

inhibition of tEnd cell adhesion and tube formation in the Matrigel assay may be 

related to interaction of this protein with cell surface integrins and/or by degradation 

of extracellular matrix proteins; however, the exact mechanism involved in this 

process must be further elucidated.
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Conclusion

We provide preliminary data showing that Bothropoidin inhibits some 

processes involved in tumor growth and metastasis in vitro, including apoptosis, cell 

adhesion, migration and angiogenesis. However, further studies on functional 

inhibition using integrins monoclonal antibodies would greatly facilitate the elucidation 

of the exact molecular mechanism involved in the action of this disintegrin-like 

metalloproteinase on breast cancer cell.
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Caption of figures

Figure 1. Analysis of cytotoxicity of Bothropoidin on MDA-MB-231 and MCF10A cells 

by MTT assay. MDA-MB-231 (A) and MCF10A (B) cultures were treated with 

different concentrations (100, 50, 25, 12.5, 6.25 and 3.125 pg/mL) of Bothropoidin for 

24 h. These results are representative of at least 3 independent experiments. Data 

show the mean ± standard deviation (S.D.). ‘ Statistically significant difference (p < 

0.05) compared with control.

Figure 2. Analysis of apoptosis by flow cytometry of MDA-MB-231 cells. After 

treatment with Bothropoidin (10 and 40 pg/mL) the cells were collected and subjected 

to Annexin V-FITC/Propidium Iodide (PI) double staining. Stained cells were counted 

by flow cytometry. A) The representative dotplot 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 and necrotic cells. These results are representative of at 

least 3 independent experiments. Results are expressed as mean ± S.D. ‘ Statistically 

significant difference (p < 0.05) compared with control.

Figure 3. Effect of Bothropoidin on adhesion of MDA-MB-231 cells. Cells were 

preincubated with Bothropoidin (5, 10, 20 and 40 pg/mL) for 30 min; the percentage 

of adherent cells after treatments was determined by the MTT assay. These results 

are representative of at least 3 independent experiments. Results are expressed as 

mean ± S.D.

Figure 4 . Effect of Bothropoidin on cell migration of MDA-MB-231. Cells were 

cultured until obtaining complete confluence. A line was scratched through the cell
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monolayer (0 h) (A and C). After 24 h, the cell migration capacities were evaluated in 

the absence (B) or presence of Bothropoidin (10 pg/mL) (D) by extent of wound 

closure using optical microscopy. (E) The graphs display the percent migration of 

cells after 24 h. These results are representative of at least 3 independent 

experiments. Results are expressed as mean ± S.D. ‘ Statistically significant 

difference (p < 0.05) compared with control.

Figure 5. Effect of Bothropoidin on viability and adhesion of tEnd cells in Matrigel. (A) 

Cells were treated with different concentrations (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 and 

0.312pg/mL) of Bothropoidin for 24 h and analyzed by MTT assay. (B) tEnd cells 

were incubated in the (B) absence or (C) presence of Bothropoidin (40pg/mL) after 

seeding on Matrigel and images were registered under magnification of *20. These 

results are representative of 3 independent experiments. Data show the mean ± 

standard deviation (S.D.).*Statistically significant difference (p < 0.05) compared with 

control.

Figure 6. In vitro anti-angiogenic effect of Bothropoidin. For the angiogenesis assay 

the cells were incubated in the (A) absence or (B) presence of Bothropoidin 

(40pg/mL) after seeding on Matrigel and photographs were taken after 18h. The 

number of vessels was quantified (C) and these results are representative of at least 

3 independent experiments.*Statistically significant difference (p < 0.05) compared

with control.
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Figure 2.
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