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RESUMO

INTRODUCAO: Nas ultimas décadas, trabalhos relatando a a¢do de toxinas ofidicas
com potencial terapéutico t€ém aumentado significativamente e diversos novos compostos
vém sendo testados, apresentando melhoria em algumas patologias, principalmente sobre
alguns tipos de canceres. Levando em consideracdo o aumento global dos casos de cancer,
se faz necessaria a pesquisa de alternativas para inibir a progressao tumoral, bem como o
desenvolvimento de farmacos eficientes. Algumas toxinas ofidicas isoladas ou mesmo
recombinantes vém sendo uma boa alternativa para o tratamento de células tumorais.
Dentre uma gama de toxinas presentes na pegonha de Crotalus durissus collilineatus estao
as serinoproteases, que atuam sobre proteinas plasmaticas associadas a via da hemostasia
como um todo. E como as pegonhas de serpentes sao uma vasta fonte de biomoléculas
farmacologicamente ativas e, apesar do potencial de exploracdo, ha poucos estudos
relativos a caracterizacdo bioldgica de serinoproteases com acdo antitumoral.
OBJETIVO: O objetivo principal deste trabalho foi realizar a clonagem e expressdo de
uma serinoprotease presente na peconha de Crotalus durissus collilineatus e avaliar seu
potencial terapéutico em algumas linhagens derivadas de tumores de cabega e pescogo,
cancer de mama e pulmio. MATERIAIS E METODOS: A sequéncia da serinoprotease
foi inserida no plasmideo de expressdo pCI-Neo. A expressdo da proteina recombinante
foi avaliada por Western Blot e o potencial da linhagem construida expressando a proteina
de interesse foi testada em linhagens celulares derivadas de tumores de cabega e pescoco,
além de linhagens derivadas de mama e pulmao por técnicas como MTS e apoptose.
RESULTADOS: Foi confirmada pelo ensaio de Western Blot a expressao proteica da
serinoprotease na linhagem construida a partir de uma transfeccdo com o plasmideo de
expressao pCI-Neo contendo a sequéncia da serinoprotease, além de ter sido avaliado o
efeito da mesma acerca da viabilidade das linhagens tumorais de cabega e pescoco, mama
e pulmdo. Apesar dos ensaios preliminares feitos a partir de uma transfeccao transiente
do plasmideo de expressdao pCI-Neo contendo a serinoprotease ter mostrado uma
diminuicdo da viabilidade celular na linhagem VU147T, quando a linhagem foi
estabelecida (pCI-Neo_Serino clone 5), a mesma ndo apresentou significancia estatistica
em nenhuma das linhagens tumorais que foram tratadas com o sobrenadante da linhagem
construida com expressdo constitutiva da serinoprotease recombinante. CONCLUSAO:
Poucos estudos sdo encontrados na literatura que relatam a acdo destas proteases sobre
células tumorais. Dessa forma, os estudos apresentados neste trabalho revelaram a
eficiéncia na produgdo da serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus, porém sao
necessarios mais ensaios para compreender o mecanismo de acdo destas proteases frente
as células tumorais.

PALAVRAS-CHAVE: Serinoprotease, Crotalus durissus collilineatus, Viabilidade
celular, Linhagens tumorais.



ABSTRACT

BACKGROUND: In the last decades, studies reporting the action of ophidian toxins
with therapeutic potential have increased significantly and several new compounds have
been tested, showing improvement in some pathologies, mainly on some types of cancers.
Cancer of the head and neck is known as having anatomical features that define malignant
tumors of the upper digestive tract. Taking into account the global increase in cancer
cases, it is necessary to search for alternatives to inhibit tumor progression, as well as the
development of efficient drugs. Some isolated or even recombinant toxins have been
found to be a good alternative for the treatment of tumor cells. Among a range of toxins
present in the venom of Crotalus durissus collilineatus are serine proteases, which act on
plasma proteins associated with the blood coagulation pathway. Snake venoms are a vast
source of pharmacologically active biomolecules. Despite the potential for exploration,
there are few studies on the biological characterization of serine proteases with antitumor
action. AIM:The objective of this work was cloning and expression of a serine protease
present in the venom of Crotalus durissus collilineatus and evaluate its therapeutic
potential in some cell lines derived from head and neck tumors, breast and lung cancer.
MATERIALS AND METHODS: The sequence of serine protease was inserted into the
pCI-Neo expression plasmid. The potential of the cell line constructed expressing the
protein was tested in cell lines derived from head and neck tumors, as well as lineages
derived from breast and lung by techniques such as Western Blot, MTS and apoptosis
RESULTS: The expression of serine protease was confirmed by the Western blot assay,
which was constructed from a transfection with the pCI-Neo expression plasmid
containing the sequence of serine protease, and the effect of the same on the viability of
the lineages tumors of the head and neck, breast and lung. Although preliminary assays
made from a transient transfection of the pCI- Neo expression plasmid containing the
serinoprotease showed a decrease in cell viability in the VU147T cell line. when the cell
line was established, it did not present statistical significance in any of the tumor lines
that were treated with the supernatant of the cell line with constitutive expression of the
serinoprotease. CONCLUSION: few studies are found in the literature that report the
action of these proteases on tumor cells. Thus, the studies presented in this study revealed
the efficiency in the production of the recombinant serine protease of C. d. collilineatus,
but further testing is needed to understand the mechanism of action of these proteases
against tumor cells.

KEY WORDS: Serine protease, Crotalus durissus collilineatus, Cell viability, Tumor
cell lines



1.INTRODUCAO

1.1 Cancer e Toxinas com potencial terapéutico

O cancer ¢ um dos maiores problemas de saude publica mundial, com elevadas taxas
de mortalidade. Em 2012, foram registrados aproximadamente 12 milhdes de novos casos
e 8 milhdes de mortes associadas ao cancer (WHO, 2015). De acordo com as estimativas
recentes, no presente ano, foram registrados 18 milhdes de casos novos e 9 milhdes de
mortes associadas ao cancer (WHO, 2018). Para o Brasil, no biénio de 2018 — 2019
estimam-se aproximadamente 600 mil casos novos de cancer por ano (Inca, 2018).

Atualmente, as neoplasias sdo classificadas de acordo com a sua localizacao
primaria, sendo: cavidade oral; es6fago; estomago; colon e reto; laringe; traqueia,
bronquios e pulmoes; melanoma maligno de pele; outras neoplasias malignas da pele;
mama; colo do utero; corpo do Utero; ovario; prostata; bexiga; sistema nervoso central;
glandula tireoide; linfoma de Hodgkin; linfoma de ndo Hodgkin; e leucemias. (Estimativa
2016: incidéncia de cancer no Brasil 2015)

Os tumores de cabega e pescogo sdo aqueles que afetam a regido nasal, faringe,
cavidade oral, sinos paranasais e laringe (Kang ef al., 2015). Estudos comprovam que o
uso do tabaco, alcool e infecgdes por HPV geram uma predisposi¢ao ao cancer de cabeca
e pescoco (Oliveira-Silva et al., 2016). Esse tipo de tumor afeta cerca de 650 mil pessoas
por ano, passando a ser a sexta neoplasia mais frequente, além de ter registrado 350 mil
casos de Obito no mundo (Argiris et al., 2008; Bray et al., 2013; Torre et al., 2015).

De acordo com a distribui¢do proporcional de tipos de cancer por 100 mil
habitantes estimados para 2016 no Brasil, o cancer de prostata é o que mais acomete os
homens, com mais de 61 mil casos, totalizando 28,6%; seguido do cancer de traqueia,
bronquio e pulmao com 17 mil casos, colén e reto com 16 mil casos, estbmago com 12
mil casos e, na sequéncia, o cancer de cavidade oral, uma das localiza¢des de neoplasias
de cabega e pescoco, totalizando 11 mil novos casos em homens no ano de 2016

(Estimativa 2016: incidéncia de cancer no Brasil 2015).
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As proporgdes de incidéncia de casos de cancer estimados em 2016 para o sexo
feminino ¢ diferente, sendo o cancer de mama o que mais acomete com 57 mil novos
casos totalizando 28%, colon e reto com 17 mil, colo do utero com 16 mil e traqueia,
bronquio e pulmao estimando 10 mil novos casos. O cancer de cabeca e pescogco em
mulheres ndo esta entre os 10 tipos de cancer com maior incidéncia no pais, pois sua
estimativa gira em torno de 4 mil ocorréncias para o ano de 2016 (Estimativa 2016:
incidéncia de cancer no Brasil 2015).

A partir de analises de dados de mortalidade, durante os anos de 2010 até 2014,
71 mil pessoas do sexo masculino foram a 6bito devido ao cancer de traqueia, bronquio
e pulmao, seguido de 67 mil 6bitos por cancer de prostata e levando a 6bito mais de 9 mil
homens por cancer na cavidade oral. O tipo de cincer que levou mais mulheres a 6bito
foi o de mama, totalizando mais de 68 mil casos. A taxa de mortalidade do sexo feminino
devido ao cancer na cavidade oral foi maior que 3 mil casos (Inca, 2014). A estimativa
do Inca para o biénio de 2018 € 2019 ¢ de aproximadamente 15 mil casos novos de cancer
de cavidade oral. Devido a alta expressividade estatistica, o cancer de cavidade oral se
tornou o 5° mais frequente em homens e o 4° mais frequente na regido Sudeste (Inca,
2018).

O tratamento padrdo para a maioria dos pacientes geralmente inclui uma
combina¢do de quimioterapia e radioterapia, no entanto, alguns medicamentos
quimioterapicos podem, também, causar danos em células de outros 6rgdos, como
coragdo, rins, bexiga, pulmdes e sistema nervoso.

Levando em consideragdo o aumento global dos casos de cancer, se faz
necessaria a busca por métodos alternativos para inibir a progressao tumoral, bem como
o desenvolvimento de farmacos eficientes. Uma das alternativas esta na exploracdo de

recursos naturais como toxinas ofidicas como potencial terapéutico, levando ao



desenvolvimento de novos tratamentos antitumorais que podem apresentar efeitos
colaterais e toxicidade inferiores quando comparados com os métodos de tratamento
atuais (Takacs e Nathan, 2014; Mukherjee et al., 2015).

Nas ultimas décadas, trabalhos relatando a acdo de toxinas ofidicas com
potencial terapéutico t€ém aumentado significativamente e diversos novos compostos vém
sendo testados, apresentando melhoria em algumas patologias, como hipertensao,
doengas autoimunes, disfungao erétil, diabetes e cancer (Rebello Horta ez al., 2016).

Azevedo e colaboradores caracterizaram a atividade antitumoral da BnSP-6, uma
PLA; isolada da peconha de Bothrops pauloensis. Essa PLA> Lys-49, foi capaz de inibir
a adesdo e migracdo de células MDA-MB-231 (cancer de mama), uma linhagem de
células triplo negativa e altamente metastatica, além disso, BnSP-6 foi capaz de estimular
a autofagia promovendo a formacao de vactiolos autofdgicos e induzindo a célula a morte
celular programada por apoptose. (Azevedo et al, 2016)

Apesar deste potencial de exploracdo, h4d poucos estudos relativos a
caracterizagdo antitumoral de serinoproteases. Assim, faz-se necessario aprofundar os

conhecimentos do potencial terapéutico dessas moléculas.

1.2 Serpentes
1.2.1 Classe Reptilia

No mundo atual, sdo conhecidas cerca de 10.700 espécies de répteis. Enquanto
no Brasil, podemos destacar a existéncia de aproximadamente 795 delas. Desse total, 753
espécies fazem parte da ordem Squamata, onde 405 fazem parte da subordem serpentes.
Se consideradas as subespécies, a diversidade de répteis encontradas no pais ¢ ainda

maior, chegando a 842 espécies e subespécies (Herpetologia Brasileira, 2018).

1.2.2 Serpentes peconhentas no Brasil
As serpentes pegonhentas fazem parte da familia Viperidae. As serpentes desta

familia exibem um sistema de inoculagdao de pegonha considerado de alto grau de
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sofisticacao, apresentando uma glandula pos-orbital associada a presas retrateis na por¢ao
frontal, por onde a peconha ¢ inoculada na vitima devido a compressao de diversos
musculos chamados de acessorios a glandula (Franga, 2013). Até o presente momento,
foram descritas 31 espécies e 6 subespécies desta familia no Brasil. (Herpetologia

Brasileira, 2018)

As serpentes sdao subdivididas em subfamilias, sendo a subfamilia crotalinae
diferenciada das outras gragas a presenca da fosseta loreal, um 6rgio termorreceptor que
possibilita a detec¢do de presas endotérmicas. Ao todo, foram descritas 243 espécies
pertencentes a esta subfamilia em todo o mundo, (The Reptile Database, 2018) sendo que
37 desta categoria estdo presentes no territorio brasileiro, pertencendo a 3 géneros,

Bothrops, Lachesis e Crotalus (Grigg et al., 2016).

1.3 Crotalus

O género foi originado no periodo médio cenozoico por volta de 20 milhdes de
anos atras, compreendendo aproximadamente 47 espécies de serpentes (The reptile
database, 2018), distribuidas principalmente na América do Sul, (The reptile database,
2018) até¢ o Canada. No Brasil, as cascavéis sdo classificadas em seis subespécies,
Crotalus durissus terrificus, Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus
cascavella, Crotalus durissus dryinas, Crotalus durissus ruruima, Crotalus durissus
marajoensis (Herpetologia Brasileira, 2018). A caracteristica marcante das cascavéis € a
presenca do “guizo” na por¢do final da cauda, formado pela sobreposi¢do de anéis de

queratina que vibram quando a mesma se sente ameacgada (Francga, 2013).

1.4 Acidentes ofidicos

As picadas de serpentes podem causar paralisia de 6rgaos, distirbios de ordem
hemorragica, podendo ser letal. De acordo com dados da OMS sdo registrados
aproximadamente 5,4 milhdes de casos de picada de serpentes em todo o mundo, sendo

que metade deles sdo registrados como envenenamento. Desse expressivo numero, 130
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mil sdo cadastrados como Obitos. A maioria desses acidentes ocorre em toda América
Latina, Asia e Africa. (WHO, 2018)

No Brasil, o Ministério da Satde estimou para o ano de 2017 que, a cada 100
mil pessoas, 13.8 sofrem um acidente ofidico. O mesmo 6rgao registrou mais de 1.800

obitos entre os anos 2000 e 2017. (Ministério da satde, 2017)

1.5 Toxinas presentes na peconha crotalica
A partir de estudos comparativos de caracterizagdo proteomica e antivenonima

de subespécies cascavella e collilineatus pertencentes ao género Crotalus, ¢ sabido que

A massa molecular das proteinas presentes na pegonha varia de 4 a 115 kDa,. Na peconha
de C.d.collilineatus foram identificadas algumas toxinas como: desintegrinas,
fosfolipases A», L-aminoacido oxidases, metaloproteinases, proteina secretada rica em
cisteina (CRISPs), serinoproteinases, dentre outras.

A crotamina, um peptideo catidnico com acdo miotoxica, corresponde a
aproximadamente 20% das proteinas totais da pegonha enquanto a crotoxina, um
complexo de PLA: -+ crotapotina compreende 67% do total da peconha (Boldrini-Franca
etal.,2010).

O resultado do estudo de transcriptoma da glandula de Crotalus durissus
collilineatus mostrou que a toxina de maior abundancia ¢ a crotoxina, compreendendo
88% das toxinas (Boldrini-Franca et al., 2009). A crotoxina ¢ uma fosfolipase Az que ¢ a
principal responsavel pelo pronunciado efeito neurotdxico, por conta de sua potente
atividade de bloqueio da transmissdo neuromuscular. E formada por duas subunidades,
uma acida, ndo toxica e desprovida de a¢do enzimatica; conhecida como crotoxina A (CA)
ou crotapotina; e uma bdsica, toxica com atividade enzimatica; conhecida como crotoxina
B (CB) (Boldrini-Franca ef al., 2009).

Além disso, os resultados do transcriptoma mostraram a proporc¢ao relativa das

toxinas, evidenciando a crotoxina A (46%), crotoxina B (42%), metaloproteases (3%),
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serinoproteases (2,5%) dentre outras toxinas (2,5%). (Boldrini-Franca et al., 2015)

1.6 Serinoproteases

As serinoproteases de pegonhas de serpentes (SVSPs) sdo classificadas como
Tripsina S1 de cla SA (Rawlings & Barrent, 2004), pois possuem estrutura semelhante a
tripsina. As SVSPs sdo glicoproteinas com massa molecular variando entre 23 a 67 kDa
catalisam uma ampla gama de reagdes que podem atuar em pontos distintos da via de
coagulagdo, por ativacao ou inibicao especifica de componentes envolvidos na agregacao
plaquetaria, coagulacdo sanguinea e fibrinolise (Braud et al, 2000).

As serinoproteases de pegconhas de serpentes podem apresentar acdo semelhante
a trombina e por isso sao conhecidas como enzimas thrombin-like por mimetizarem
mecanismos de a¢do da trombina, como, quebrar as moléculas de fibrinogénio formando
coagulos de fibrina (Fernandes, 2009). No entanto, estas SVSPs ndo sdo capazes de ativar
o fator XIII da via de coagulagdo e por isso, os codgulos sdo denominados “frouxos” e
instaveis (Castro et al, 2004).

Boldrini-Franga e colaboradores caracterizaram a serinoprotease nativa
(rCollineina-1) e recombinante (rCollineina-1) da peconha de Crotalus durissus
collilineatus. As serinoproteases nativa e recombinante apresentaram efeitos semelhantes
em ensaios de cinética enzimadtica, além de apresentarem uma alta estabilidade em
diferentes temperaturas e pH (Boldrini-Franca et al., 2009).

Dessa forma, tanto toxinas nativas como recombinantes podem ser utilizadas em
aplicacdes terapéuticas podendo auxiliar no desenho de novos fdrmacos com agdo

antitumoral.
2. Justificativa

Sabe-se que a incidéncia de cancer tem aumentado significativamente ao longo dos anos e
que o numero de Obitos por cancer aumentou em 1 milhdo desde a ultima estimativa feita pela
organizacao mundial da satide (WHO, 2012 ; WHO, 2018). Com o aumento global dos casos

de cancer, faz-se necessarias pesquisas alternativas para inibir a progressao tumoral bem como
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farmacos eficientes, gerando novos tratamentos antitumorais. Dessa forma, o uso de toxinas

com potencial terapéutico tem aumentado nas ultimas décadas e compostos vindos de animais

peconhentos vem sendo testados (Natesh et al., 2004; ;Hannon & Atchison, 2013). Entretanto,

existem poucos trabalhos na literatura avaliando o potencial citotoxico das serinoproteases em

linhagens tumorais. Tal toxina ¢ capaz de degradar o fibrinogénio e inibir a coagulacao

sanguinea (Serrano Maroun, 2005). Sendo assim, o estudo da serinoprotease como potencial

tumoral se torna pertinente, principalmente se a proteina recombinante estiver associada a

tecnologia da expressdo heterdloga, podendo produzir a toxina recombinante em larga escala

sem que haja necessidade do manuseio do animal para a obtencdo da toxina.

3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivos Gerais
Este trabalho propde a clonagem e expressdao de uma serinoprotease presente na
peconha de Crotalus durissus collilineatus e avaliar seu potencial terapéutico em algumas

linhagens celulares derivadas de tumores de cabega e pescogo, mama e pulmao.

3.2 - Objetivos Especificos

o Clonar e expressar uma serinoprotease presente na peconha de Crotalus durissus
collilineatus;

. Realizar a confirmagado da expressdo da proteina recombinante por Western Blot;
. Avaliar a a¢@o da toxina sobre a Viabilidade celular por 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

5-(3- carboximetoxifenyl)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS) sobre as seguintes
linhagens tumorais: HCB289, HCB289++, SCC47, SCC2, VU147T, SCC25, MCF7 e
A549.

e Avaliar a a¢do da toxina sobre apoptose nas linhagens HCB 289 e VU120T

4. MATERIAL E METODOS
4.1 - Obtencao do material bioldgico

O plasmideo contendo a serinoprotease de Crotalus durissus collilineatus
utilizado neste trabalho foi doado pelo Laboratério de Bioquimica e Toxinas Animais —
LABITOX da Universidade Federal de Uberlandia e Laboratorio de Toxinas Animais —
LTA da Universidade de Sdo Paulo — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo

Preto — FCFRP- USP. O plasmideo foi armazenado a -20°C até o momento do uso.
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4.2 - Clonagem

O clone contendo o ¢cDNA que codifica a serinoprotease foi identificado na
biblioteca da glandula de peconha da serpente C.d.collilineatus (Boldrini-Franca et al.,
2009). A partir do plasmideo pPICZaA.collineinal (Boldrini-Franca ef al., 2015) o gene
codificante da serinoprotease foi amplificado por PCR usando a enzima Phusion (Thermo

Scientific) (Figura 1)

Serino {Open Reading Frame)
cmyctag

Fragment of pPICZ-A Serino

Primer F 1053 bp (molecule 4246 bp) o-myc tag
IL-2 peplide signal ! Bx His Tag
Kozak Serino (Open Reading Frame) Primer R
{ ]
Serino Recombinante B ISA
862bp

Figura 1: Representacdo do fragmento que foi retirado do plasmideo pPICZaA.collineinal (Boldrini-
Franca et al., 2015) usando primers especificos desenhados pelo nosso grupo de pesquisa, além da adi¢ao
das sequencias de Kozak e peptideo sinal.

Para a realizacdo da PCR, foram usados primers especificos

IL2_ SERINO_F:CACCATGCGCCGCATGCAGCTGCTGCTGCTGATTGCGCTGA

GCCTGGCGCTGGTGACCAACAGCGTCATTGGAGGAGATGAATGTAAC)

€

Serino R (5" TCAATGATGATGATGATGATG) cujos volumes sdo descritos na tabela 1 e

a ciclagem descrita na tabela 2.

Tabela 1: Volumes da reacdo de PCR com a enzima Phusion



Agua 10,75 L
GC Buffer 5uL
dNTP (10uM) 0,5 pL
Primer F (10uM) 0,25 pL
Primer R (10uM) 0,25 uL
DNA (100 ng) 1L
DMSO 1,5 uL
Enzima (Phusion) | 0,25 uL

Tabela 2: Ciclo da PCR usado para a amplificacdo da sequéncia de interesse
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1x

35x

Temperatura (Celsius) | Tempo (Minutos)
98°C 3:00

98°C 0:30

65°C 1:00

72°C 1:00

72°C 10:00

1x

Ap0s a realizagdo da PCR, o produto gerado pela reagao foi aplicado em um gel

de eletroforese 1% agarose.

O gene amplificado foi clonado no plasmideo de expressao pCR-Bluntll- TOPO

(Thermo Scientific — Ref #450245) segundo recomendagdes do fabricante.Uma sequéncia

de Kozak e um peptideo sinal de exportacdo celular foram adicionados na extremidade 5’

do gene da serinoprotease, com a finalidade de potencializar a expressdo e secre¢cdo da

proteina recombinante, respectivamente. O plasmideo sequenciado pelo método de sanger

denominado pCR_Blunt_Serino cuja, sua quantificagdo foi de 24ng/ul., foi submetido a

digestdao com as enzimas de restricdo Xhol e Hindlll para obtencao do fragmento de 862

pares de bases contendo extremidades coesivas, que possibilitara a clonagem usando a
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enzima T4 DNA Ligase (Thermo Scientific) usando 8 uL do DNA de interesse, 0,5 ul da

enzima T4 DNA ligase, 1 uL do tampao da enzima e 0,5 uL do plasmideo pCI-Neo
(Promega), previamente linearizado e tratado com a enzima Klenow (Thermo Scientific).
O Produto de PCR foi devidamente purificado segundo recomentagdes do fabricante do
kit NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (MN — Ref #740609.250). O protocolo de
digestdo enzimatica consiste em fazer uma mistura com 3 ulL do plasmideo construido,
0,5 uL da enzima de interesse e 3uL do buffer R (Thermo Scientific) da enzima seguido
do aquecimento da amostra durante 60 minutos a 37°C. Posteriormente, o plasmideo
resultante pCI-Neo_ Serino, foi utilizado pois, o plasmideo de expressdo pCI-Neo
(promega) carrega a regido promotora do citomegalovirus (CMV), que promove a
expressdo constitutiva das inser¢des de DNA clonados em células de mamifeoros. A
verificagcdo da integridade das sequéncias codificantes foi feita por sequenciamento no
sequenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), em ambas as

orientagdes.

4.3 - Transfeccao transiente do plasmideo pCI-Neo_Serino construido na linhagem
CHO-KI
Para analises preliminares do potencial antitumoral da proteina recombinante de

C. d. collilineatus, foi realizada uma transfecgao transiente do plasmideo pCI- Neo_Serino
pelo método de lipofeccdo com o reagente de transfeccdo Lipofectamina na linhagem
celular CHO-KI (BCRJ). Segundo o protocolo da empresa, inicialmente utiliza-se dois
tubos: no primeiro sdo adicionados 125 ul. de meio de cultura Optimem (Thermo
Scientific), tamponado com bicarbonato de sodio, e suplementado com hipoxantina,
timidina, piruvato de sédio, L-glutamina, oligoelementos, além de fatores de crescimento.
Reagente de transfec¢cao P3000 reagent (Thermo Scientific) , além do DNA de interesse.
No segundo tubo, a lipofectamina ¢ hidratada com 125 uL. de meio de cultura Optimem
(Thermo Scientific), tamponado com bicarbonato de sédio, e suplementado com

hipoxantina, timidina, piruvato de sddio, L-glutamina, oligoelementos, além de fatores de
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crescimento usada no tubo anterior. Foi usado para a transfeccao o meio de cultura RPMI
condicionado com 1% P/S e 10%SFB. A produgado estava sob condigdes controladas de
CO2 (5%) e temperatura (37° C). Apds 48 horas de transfeccdo o sobrenadante foi
coletado para ser utilizado no ensaio de viabilidade celular e as células contendo as

proteinas de interesse também foram coletadas para ensaios futuros.

4.4 - Confirmacao da expressao da serinoprotease

Apbs o ensaio de transfeccdo, as células contendo a proteina recombinante de C. d.
collilineatus foram lavadas com PBS e soltas com cell scraper (BD Bioscences, cdd. 353086) em
tampao de lise contendo 50 mM de Tris (PH 7.6-8.0), 150 Mm NaCl, 5 mM de EDTA, 1 mM de
Na3VO04, 10 mM de NaF, 10 mM de pirofosfato de sodio, 1% NP-40, 10 pg/mL de leupeptina, 10
pg/mL de aprotinina, ] mM de DTT, 0,01 M de EDTA e 1 mM de PMSF. As células foram incubadas
por 60 minutos no gelo. O contetdo proteico foi quantificado por Bradford. A andlise de Western
blot foi realizada utilizando um gel padrao de 15% SDS- PAGE (acrilamida/ bis-acrilamida 29:1),
levando 50 ng de proteina por canaleta. A corrida foi realizada em condi¢des desnaturantes, a 90
volts, em gel 14 x 16 cm, por 2 horas. Apos a eletroforese, as bandas proteicas foram transferidas
para a membrana de nitrocelulose (Amersham Protram supported 0,45 um NC, GE Healthcare)
utilizando-se tampdo com 25 mM de tris, 193 mM de glicina e 20% de metanol. A transferéncia foi
feita em cuba semi-seca (Trans-Blot Turbo- Biorad) por 30 minutos, sendo a amperagem estabelecida
em funcdo da area da membrana. Apds a transferéncia das bandas de proteinas, a membrana de
nitrocelulose foi incubada por 45 minutos em uma solugao constituida de leite em p6 desnatado a 5%,
em tampao TBS-T (Tris Buffered Saline, 10 mM de tris-HCI pH 7,4 e 0,9% de NaCl, Tween 0,2%),
a temperatura ambiente sob agitacdo leve e depois, lavada duas vezes em tampao TBS-tween 0,2%,
por 10 minutos. Foi usado o anticorpo Anti- HisTag (Abcam) com dilui¢do de 1:250 em solugdo de
Molico 5% + TBST e Anti-Mouse IgG (Sigma-Aldrich) como anticorpo secundario. A detec¢do das
bandas foi feita por quimioluminescéncia (ECL, Westren Blotting detection reagentes, RPN2109; GE
Healthcare, Piscataway, NJ) usando uma diluicdo de 1:1 e fotografadas posteriormente utilizando

ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare).
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4.5 - Ensaios de citotoxicidade (MTS)

Para o ensaio de citotoxicidade nas linhagens celulares derivadas de cabeca e pesco¢o, mama e
pulmao (HCB289, HCB289++, SCC47, SCC2, VU147T, SCC25, A549 e MCF7), foi escolhido para
o experimento o uso do composto MTS (5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4,5- dimetiltiazolil)-3-(4-
sulfofenil) tetrazolio). foi utilizado 100 uL do sobrenadante contendo a serinoprotease recombinante
de C. d. collilineatus. O ensaio de viabilidade celular em solugdo aquosa, Cell Titer 96 Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega) foi realizado conforme descrito pelo fabricante. Para
este ensaio, 5x10° células foram semeadas em placas de 96 pogos em triplicatas. Posteriormente, as
células foram submetidas ao sobrenadante de células CHO-KI controle ou contendo a serinoprotease
recombinante, tanto da transfeccdo estavel quanto da transfeccdo transiente de C. d. collilineatus.
Apbs 48 horas de tratamento, com 100 uL de ambos os sobrenadantes em pogos diferentes, foi
adicionado o reagente MTS (90 uL. de meio DMEM 10% SFB e 1%P/S + 10 uL do reagente MTS
para cada pogo) e posteriormente a realizagdo da leitura da placa em leitora de ELISA (Varioskan
Flash-Thermo scientific) a 490nm. Os dados foram obtidos e normalizados em relacdo a
sobrevivéncia média das amostras ndo tratadas (controle). No ensaio, o composto € bioreduzido pela
succinato desidrogenase (enzima mitocondrial) pelas células viaveis ao produto formazan que ¢
solivel no meio de cultura. A quantidade de composto (MTS) metabolizado pelas células ¢

diretamente proporcional ao numero de cé€lulas viaveis. (CORY et al, 1991)

4.6 - Individualizacdo de clones por Cell Sorting

As células CHO-KI foram transfectadas com o plasmideo de expressao pCI- Neo
contendo a sequéncia de nucleotideos codificantes para a serinoprotease recombinante de
C. d. collilineatus. As células que englobaram o DNA de interesse geraram clones que
foram selecionados posteriormente com adicdo de antibiotico (10 uL/mL) G418 cujo
estoque 50 mg/mL(Sigma- aldrich), pois o plasmideo pCI-Neo conferia resisténcia ao
mesmo e foram isoladas pela técnica de single cell sorting. A técnica foi realizada no
Laboratério de Citometria de Fluxo da Fundacao Hemocentro de Ribeirdo Preto, em

colaboracdo com a pesquisadora Patricia Vianna Bonini Palma. Para o ensaio foi usado o
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equipamento FACSAriaTM Fusion (BD Bioscenses), que possibilitou o isolamento das
populagdes celulares de acordo com o tamanho das células e sua complexidade. A
populacgdo de células pCI-Neo Serino foi tratada com a adigdo de A técnica foi realizada
devido a necessidade de se isolar uma populacdo de células que mais expressava a
proteina de interesse, quantificar a produgdo das proteinas, além de possibilitar uma

padronizacao da produgdo das proteinas para ensaios futuros.

4.7 - Apoptose

As células foram submetidas a marcagdo com anexina V (apoptose) ¢ 7AAD
utilizando o PE Annexin V apoptosis detection kit | (BD Biosciences), conforme as
recomendagdes do fabricante. Inicialmente, foram plaqueadas 5x10° células das linhagens
desejadas (HCB 289 ¢ 93 VU120T). Apds 24 horas do plaqueamento, o meio de cultura
foi retirado e 2 mL do sobrenadante da producdo da serinoprotease foi adicionado as
culturas de célula. Apos 48 horas, o sobrenadante foi coletado e as células aderidas na
placa de cultura foram submetidas a desagregacdo pelo reagente Acutase. As células
foram submetidas a um ciclo de centrifugacdo (1500 RPM durante 5 minutos em
temperatura ambiente), seguido da adi¢do dos reagentes do kit de apoptose PE Annexin V
apoptosis detection kit | (BD Biosciences) e as mesmas foram avaliadas em citometro de

fluxo BD Accuri C6 cytometer (BD Biosciences)

4.8 - Quantificacdo da producio da serinoprotease recombinante por ELISA

Uma vez que a linhagem foi estabelecida, a mesma foi submetida a um ensaio de

imunoquantificacdo pelo método de ELISA seguindo recomendacdes do fabricante do kit His

Tag ELISA Detection Kit (Genscript). Para o ensaio, foram plaqueadas 2,5x10° células CHO-

kl pCI-Neo Serino em triplicata. Apos 48 horas de plaqueamento, foi coletado o sobrenadante e

filtrado. Em uma placa de 96 pocgos, foram adicionados 50 uL de cada amostra coletada e

posteriormente submetidas a leitura da absorbancia no valor de 450nm no VarioskanTM (Thermo

Scientific).
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4.9 - Analises estatisticas

Os resultados dos experimentos, quando ndo analisados na plataforma IN Cell,
que possui software proprio, foram realizados utilizando-se o software GraphPad Prism
versdo 6.01. Para as comparagdes simples foi utilizado o teste ¢ de Student. As diferengas
entre os grupos foram testadas utilizando a andlise de varidncia (ANOVA). Os resultados

foram considerados significativos para p < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1 — Clonagem

Para a amplificagdo do gene codificante da serinoprotease de C. d. collilineatus,
foram desenhados oligonucleotideos especificos e utilizada a enzima Phusion para
clonagem da proteina de interesse com a ciclagem mostrada na Tabela 2 Apos
amplificacdo das amostras por PCR, foi observado em gel de agarose a 1% um fragmento
de aproximadamente 756pb, tamanho correspondente a serinoproteases, mostrando assim

que o gene foi eficientemente clonado (Figura 1).

F B
/

4

850 pb :

Figura 1: Amplificacdo do gene correspondente a serinoprotease de C. d. collilineatus (~862pb). O gene
foi amplificado por PCR a partir do plasmideo pPICZaA.collineinal, utilizando primers especificos. 1-

padrdo de pares de bases. Track 1kb plus DNA ladder (Thermo Scientific). 2- produto de PCR contendo o
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gene que codifica a serinoprotease na forma madura.

Apoés a amplificagdo do gene de interesse, o vetor de expressdo pCR-Bluntll-
TOPO (Thermo Scientific) foi escolhido com a finalidade de potencializar a expressao e

secrec¢do da proteina recombinante. A figura 2 apresenta o mapa circular do vetor de
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expressao pCR_Blunt Serino e o gel de agarose a 1% do plasmideo pCR-BluntII-TOPO

digerido com a enzima de restricdo BamH1 contendo o gene de interesse (Figura 2).

TOPO binding site

BamHI (4252)

EcoRI{4161)

2 Serino T7 promoter

Inserto T7 primer

EcoRI{350%) M13 (-20) forward primer

BamHI (3478 M13 {-40) forward primer

Hindill {34560) Apall{z6o)
SP6 promoter ccdB (no ATG)
SP6 primer Kan promoter

=g pCR-Blunt II IL2 Serino

M13 reverse primer
4381 bp

N

lac repressor binding site

lac promoter Kan(R)

INool (1462)
Apalli{zras / bla promoter
pUC origin Weol{1go1)
Aval(1g81)
Apall {z248) Xrmal (1591)

Azl (1ggi)
Sz 1(1g53)
ZeolR})
Figura 2: Mapa circular do vetor de expressdo pCR-Blunt II contendo o gene da serinoprotease de C. d.

collilineatus. Retirado do programa de edi¢do de plasmideos Vector NTLinvitrogen

https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/zeroblunttopo_man.pdf.



https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/zeroblunttopo_man.pdf
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose 1%. 1: Ladder 1Kb plus (Thermo Scientific). Em destaque os

plasmideos recombinantes pCR_Blunt_Serino (clones 14 ¢ 17) digeridos com a enzima de restricio BamHI.

Pocos vazios do gel sdo observados (2 a 10) e clones ndo escolhidos para dar seguimento ao estudo (11, 12,

13, 15 ¢ 16).

Os plasmideos 14 e 17 destacados na figura 3 foram submetidos a uma reagao de
sequenciamento de Sanger com EDTA/Acetato de s6dio e ETOH. Apds a andlise dos
mesmos, o plasmideo 17 foi selecionado (figura 4) e posteriormente submetido a digestao
com as enzimas de restricdo Xhol e Hindlll. O produto da digestdo foi cortado do gel,
purificado e clonado no vetor de expressdo pCIl-neo com a enzima Klenow a 37°C, por 1

hora. A construgdo do vetor de expressdao pCl-neo_Serino foi esquematizada na figura 5.
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850 pb

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 1%. 1- Ladder 1Kb plus (Thermo Scientific). 2- Em destaque o
plasmideo recombinante de interesse clonado em pCR_Blunt_Serino digerido com a enzima de restri¢éo

BamHI.
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Apall (6o08a)
CMV Prom

Neol(s514)

Nﬂdm (757)

Psfl(83a)

Amp(R) Intron
Apall (4834)

Apall(4337)

EcoRI(1116)

EcoRI (1768)

pCl.Neo 5

G410 b
BamHI (4324)

Clal (4311) BamHI (1859)

Synthetic pA %"
Neol (3962)
Neo(R)
Pstl(3583)

Hindlll (3352)

EcoRI(1996)

Pstl (zo05)

Neal(3243)
SEmal (2066)

SV40 pA
Clal (2342)
Phage F1
Neol (z947)
§V40 Prom

Figura 5: : Mapa circular do vetor de expressdo pCl-neo contendo o gene da serinoprotease de C. d.
collilineatus. Retirado do programa de edicdo de plasmideos — invitrogen Fonte:

https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0/pci-neo-mammalian-

expression-vector-protocol.pdf.

5.2 — Transfecc¢io transiente do plasmideo pCI-neo_Serino e imunodeteccio da

expressiao da proteina recombinante de C. d. collilineatus

As células transfectadas, advindas da transfec¢ao transiente do plasmideo
pCl.neo_Serino na linhagem celular CHO-K1, foram recuperadas apos 48 horas para a
extracdo de proteinas e avaliacdo das mesmas por Western Blot. Com o intuito de

confirmar a expressao da proteina recombinante de C. d. collilineatus, foi utilizado o


https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0/pci-neo-mammalian-expression-vector-protocol.pdf
https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/0/pci-neo-mammalian-expression-vector-protocol.pdf
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anticorpo monoclonal Anti-His-Tag. Pode-se observar que apenas a amostra (CHO- K1
pClneo Serino) reagiu com o anticorpo monoclonal, indicando que houve o
reconhecimento da cauda de histidina presente na proteina de interesse de 32kDa. Para as
amostras controles (CHO- K1 parental e CHO- K1 pCl.neo), ndo houve imunodetecc¢ao

pelo anticorpo Anti- His Tag ( Figura 6)

CHO_KI CHO_KI CHO_KI
Parental pCineo pClneo_Serino

— o

- e
anti-His tag - —_ ——
— — a
k3 —

a-Tubulina 52 kDa

Figura 6: Deteccdo da serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus por western blot. Para a
confirmagdo da expressdo da proteina de interesse (Serinoprotease), a linhagem celular CHO-K1 néo
editada (CHO_KI1 parental) assim como a linhagem celular CHO k1 contendo somente o vetor de
expressdo foram submetidas a extragdo proteica. A presenga da marca¢do da a-tubulina representa o

controle do processo como um todo.

5.3 — Ensaios de viabilidade celular das linhagens tumorais de cabeca e pescoco

tratadas com serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados utilizando o sobrenadante
contendo a serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus produzida mediante a
transfeccao transiente do plasmideo pCl.neo_Serino com lipofectamine3000 na linhagem
celular CHO-K1. Apds 48 horas da transfec¢ao, o sobrenadante da cultura celular foi
coletado, filtrado e utilizado para tratar 6 linhagens tumorais derivadas de cabega e

pescoco: HCB289 (primaria), HCB289++ (expressam os marcadores tronco
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tumorais CD44 ¢ ALDHI1), SCC47, SCC2, VU147T, SCC25. O ensaio de MTS foi
realizado apos 72 horas de tratamento.

A figura 7 apresenta os resultados dos testes com células tumorais no qual a
serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus apresentou baixa citotoxicidade sobre
as seguintes linhagens tumorais: HCB289 (7%), HCB289™ (5%), SCC47 (8%), SCC2
(1%) e SCC25 (17%). A maior citotoxicidade da serinoprotease recombinante C.

d. collilineatus foi observada sobre a linhagem VU147T (Figura 7), com 30% de

citotoxicidade celular.

3 pCl-Neo (controle)

B Serino

- -
[=] N
T

5] =~
o L° )]
1 1

N
L]
1

Viabilidade Celular
(% em relagao ao controle)

HCB 289 HCB 289 ++ SCC 47 SCC2 VU147T SCC 25

Linhagens Primarias . Linhagens Estabelecidas

Figura 7: Andlise da viabilidade celular da serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus por
transfec¢do transiente em HCB289, HCB289++, SCC47, SCC2, VU147T, SCC25 a partir do ensaio de
MTS. As culturas de células foram tratadas com o sobrenadante contendo a Serinoprotease por 48 horas.
Apds 48 horas de tratamento, as células foram expostas ao composto MTS cuja sua dilui¢do foi em DMEM

10%SFB.



26

5.4 — Clones obtidos a partir do single cell sorting

Apo6s os ensaios de individualizagdo de clones por Single Cell Sorting, os
mesmos foram submetidos a extracdo de proteinas e posteriormente analise por Western
Blot com o intuito de avaliar a expressao proteica dos clones escolhidos. A figura 8 mostra
que dos oito clones avaliados, apenas o Clone 5 Serino (serinoprotease recombinante de
C. d. collilineatus) apresentou marcagao da proteina de interesse em torno de 32kDa,

confirmando a eficiéncia do experimento.

A

o Tubulina

«—  37kDa
32kDa

<«— 25kDa

32kDa

Figura 8: Analise da expressdo de proteinas. Western blot feito a partir de uma sele¢@o de clones por single
cell sorting do plasmideo pClneo_Serino com Lipofectamine3000 (Thermo Scientific) na linhagem celular
CHO-K1. (Thermo Scientific). A: Screening dos clones (1 a 8) obtidos apds a individualizagdo das células
que expressam constitutivamente o pCI-Neo_Serinoprotease. 9- Padrdo de massa molecular. O Clone de
numero 5 foi o indicado para a continuacdo do estudo pois continha a maior expressdo da proteina de
interesse. B: Confirmagdo da expressdo proteica. 1- CHO-K1_ pCI-Neo. 2- pCI-Neo_Serino 5 (clone 5).

cuja massa apresenta 32 kDa.
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O resultado foi dado a partir da substituicao do valor da leitura das amostras pelo

“x” da equagdo gerada apo6s a leitura da absorbancia (em ng/mL) pré-estabelecidos pelo

kit His Tag ELISA Detection (Genscript). O valor da concentragdo obtida foi de 36,12

ng/mL da serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus. (Figura 9).

800
700
600
500
400
300

200

Absorbancia

100

100

y =1,3593x3- 22,204x? + 108,33x - 87,748
R?=0,9913

Concentragado (ng/mL)

14

16

Média da leitura das absorbancias
(em triplicata): 0,610263

Substituindo os valores da equacgao,
o resultado foi da concentragio:
36,12 ng/mL

Figura 9: Grafico da imunoquantificag@o da serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus
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5.6 — Ensaios de viabilidade celular (MTS) de linhagens tumorais tratadas com a

serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus

As figuras 10 e 11 apresentam os resultados dos ensaios de viabilidade celular
com a concentragdo estimada de 36 ng/mL serinoprotease recombinante de C. d.
collilineatus frente as diversas linhagens tumorais contendo diferentes concentragdes de
soro fetal bovino (SFB). Pode-se observar que a serinoprotease recombinante avaliada em
10% e 0,5% de SFB nao apresentou alteragdo na viabilidade das linhagens tumorais
testadas comparadas ao controle. Uma vez que foi observada uma tendéncia no aumento
da viabilidade na linhagem HCB 289, o ensaio foi repetido sob as mesmas condi¢des com
outra concentragdo de SFB (1%). A hipotese era que o soro estava influenciando de

alguma forma

1 pCl-Neo (controle)
@ Serino

125+

754
50

251

Viabilidade Celular
(% em relagé@o ao controle)

HCB 289 SCC 25 A549 MCF7

_ [
Linhagem Linhagens Estabelecidas
Primaria

Figura 10: Analise da viabilidade celular em HCB289, SCC25, A549 e MCF7 a partir do ensaio de
MTS 48 horas apos o tratamento com aproximadamente 36 ng/mL da serinoprotease recombinante de

C. d. collilineatus contendo 10% de SFB. Nao houve significancia estatistica.
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MTS 0,5%SFB

1 pCl-Neo (controle)
[ Serino
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Figura 11: Analise da viabilidade celular em HCB289, SCC25, A549 e MCF7 a partir do ensaio de MTS
48 horas apds o tratamento com aproximadamente 36 ng/mL da serinoprotease recombinante de C. d.

collilineatus contendo 0,5% de SFB. Nao houve significancia estatistica.

Apesar da queda do aumento da viabilidade celular na linhagem HCB 289, foi
observado um sofrimento celular generalizado provavelmente causado pela falta de SFB.
De acordo com os resultados anteriores, uma nova anélise da acdo da serinoprotease
recombinante sobre algumas linhagens tumorais foi realizada a partir do ensaio de MTS
apos 48 de tratamento contendo 1% de soro fetal bovino. As figuras abaixo mostram que
tanto para o tratamento apos 48 e 72 horas na concentragdao de 1% de SFB ndo houve
diminui¢do na viabilidade das linhagens tumorais testadas comparadas com o controle.

Figuras 12 e 13.
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[ pCl-Neo (controle)
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Figura 12: Andlise da viabilidade celular em HCB289, VU147T, VU120T, SCC2, MCF7 e A549 a partir
do ensaio de MTS 48 horas de tratamento e 48 horas de leitura com aproximadamente 36 ng/mL da
serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus contendo 1% de SFB. Nao houve significancia

estatistica.
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Figura 13: Analise da viabilidade celular em HCB289, VU147T, VU120T, SCC2, MCF7 e A549 a partir do
ensaio de MTS 48 horas de tratamento e 72 horas de leitura com aproximadamente 36 ng/mL da serinoprotease
recombinante de C. d. collilineatus contendo 1% de SFB. Nao houve significancia estatistica.
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Os resultados do ensaio de apoptose apresentados na tabela 4 e na figura 14

mostram que a serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus nao revelou agao

apoptotica frente as linhagens tumorais avaliadas (HCB289 e VU120T).

Tabela 4: Valores em porcentagem obtidos a partir do ensaio de apoptose nas linhagens HCB289 e VU120T
tratadas com a serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus.

Células Viaveis Apoptoseinicial  Tardiaounecrose Naoviaveis
Eventos % Total % Viaveis | %Apoptoseinicial |% Tardia ou necrose % Celulas ndo vidveis
HCB289 pClneo DUPLA MARCACAC 32.566 100,00% 78,56% 4,72% 14,75% 1,97%
HCB289 Serino5 DUPLAMARCAGAC 30487 100,00% 91,67% 1,95% 5,67% 0,72%
Células Viaveis Apoptoseinicial  Tardiaounecrose N&o viaveis
Eventos % Total % Viaveis % Apoptose inicial | % Tardia ou necrose % Células nao vidveis
VU120T_pClngo_DUPLA MARCAGAO 30.728 100,00% 78,82% 3,78% 12,78% 4,62%
VU120T Serino 5 DUPLA MARCAGAO 30.933 100,00% 78,07% 6,53% 13.43% 197%
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Figura 14: Analise apoptotica em linhagens primarias de tumores de cabeca e pescogo (HCB289 e
VU120T) tratadas com 36 ng/mL da serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus. Observa-se

uma tendéncia proliferativa na linhagem HCB 289 apesar de ndo haver significancia estatistica.
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6. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Diversas moléculas compdem a pegonha de serpentes da familia Viperidae como
metaloproteases, fosfolipases A», L-aminoacido oxidases, hialunoridases, serinoproteases
e outras substancias (Calvete; Juarez; Sanz, 2007; Ramos; Selistre-de- Araujo, 2006).
Apesar das toxinas isoladas de pegonhas de serpentes apresentarem efeitos toxicoldgicos,
muitas sdo utilizadas para fins farmacoldgicos (Vyas et al., 2013) devido a agdo
antimicrobiana, antiviral, antiparasitaria, antifingico e antitumoral (Passero et al., 2007;
Muller et al., 2012; Hubbard et al., 2012; Castillo et al., 2012; Yamane et al., 2013; Samy

etal., 2012; Koh et al., 2012; Wen et al., 2013; Azevedo et al., 2016).

Para esclarecer o mecanismo de a¢do dessas toxinas, pesquisadores purificam as
peconhas ofidicas, obtendo baixo rendimento e, além disso, submetendo o animal a uma
situacdo de estresse. Dessa forma, a utilizagdo de métodos de obtengdo dessas toxinas
através de um sistema heterdlogo de expressdo, viabiliza a obtencdo das mesmas em
quantidades adequadas para o estudo aprofundado de suas propriedades e utilizagao
terapéutica, além de diminuir a necessidade da manipulagdo do animal (Maeda et al.,

1991; Yu et al., 2007).

Para a expressdo de glicoproteinas, como as serinoproteases de pegonhas de
serpentes (SVSPs), sdo usados como sistemas de expressao, bactérias (Fan, 1999; Jiang;
Xu; Yang, 2010; Lin et al., 2009; Maeda et al., 1991; Yang et al., 2009; Zha et al., 2003)
leveduras (Muanpasitporn; Rojnuckarin, 2007; Yang et al., 2009; You et al., 2004) e
células de mamiferos (Yonamine et al., 2009), mas para a obtengdao das SVSPs ativas, ¢
necessario um sistema de expressdo eucaridtico que disponha de mecanismos de

glicosilagdo e formacao de pontes dissulfeto (Horvat; Zoldos; Lauc, 2011).
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Apos a eficiéncia em todas as etapas metodologicas de clonagem e expressao,
foi possivel a obtencdo da serinoprotease recombinante de C. d. collilineatus que
apresentou massa molecular de 32 kDa detectada em ensaio de Western Blot utilizando o
anticorpo primario Anti-His Tag, que interage com a cauda de histidina da proteina de
interesse. Sabe-se que as SVSPs apresentam massas moleculares variando entre 23 e 67
kDa, e estas diferengas podem estar relacionadas com as taxas de glicosilagdo que variam

de uma enzima para outro (Serrano & Maroun, 2005).

Comparando os resultados deste trabalho com os resultados obtidos por
Boldrini-Franga et al., 2015, pudemos observar que a serinoprotease recombinante de C.
d. collilineatus produzida em P. pastoris (rCollineina-1, 28,868 Da) como em células de
mamifero (pCI-Neo_Serino, 32,000 Da) apesar de serem a mesma toxina apresentaram
massas moleculares distintas e este fato pode estar relacionado com o sistema de
expressao escolhido, o0 método de andlise das massas moleculares bem como os padrdes
de glicosilagcdo que estas proteases apresentam na sua estrutura. O trbalho de Maccani
compara a expressao de de proteinas recombinantes tanto em leveduras quanto em células
de mamiferos e o que foi observado ¢ que o sistema de clonagem quando ¢ feito a partir
de células CHO (células de ovario de hamster chinés) existe uma maior concentracdo do
produto. O mesmo acontece quando se compara a temperatura de manuseio das células
CHO ¢ de 37° C, o que facilitaria futuras clonagens pois a maioria das enzimas de restri¢cao

tem sua atividade o6tima a 37° C. (Maccani, et al, 2014).

Atualmente, a literatura relata uma gama de toxinas isoladas de peconha de
serpentes que apresentam acao sobre células tumorais. Os mecanismos variam entre
inibicdo da agregacdo plaquetaria, da proliferagdo e da adesdo celular, inducdo da
apoptose, diminuicao do volume tumoral e alteragdao da viabilidade de células tumorais

(Chiang; Yang; Huang, 1996; Debnath et al., 2010; Teixeira et al.,2016; Han et al., 2014).
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A citotoxicidade da serinprotease recombinante de C. d. collilineatus foi avaliada
sobre as seguintes células tumorais (HCB289, HCB289++, SCC47, SCC2, VU147T,
SCC25, MCF7 e A549). Apds andlise dos dados, a proteina recombinante de
C. d. collilineatus foi capaz de causar citotoxicidade apenas as células tumorais de cabega

e pescogo VU147T.

Estudos realizados por Oliveira, 2017 demostraram que a serinoprotease
recombinante de B. pauloensis (tBpSP-I) apresentou citotoxicidade significativa frente as
c€lulas tumorais MCF7, HL-60 e HepG2. Todavia, a proteina mostrou baixa ou nula
citotoxicidade as células nao tumorais Hek293 e PBMC. Dessa forma, no presente estudo,
a concentracao da proteina recombinante usada foi inferior a todas as concentragdes
usadas no estudo de Oliveira, indicando que para os futuros ensaios, a concentragdo usada

devera ser revista.

Algumas linhagens tumorais foram submetidas a diferentes concentracdes de
soro fetal bovino e diferentes tratamentos com a serinprotease recombinante de C. d.
collilineatus para avaliacao da citotoxicidade. Apesar de terem sido realizados os ensaios
nas diversas condigdes, a serinoprotease nao apresentou resultado significativo de

diminui¢do da viabilidade celular em nenhuma linhagem tumoral avaliada.

Apesar das diversas funcdes das serinoproteases de peconhas de serpentes
(Alves da Silva, 2011), poucos estudos sdo encontrados na literatura que relatam a acdo
destas proteases sobre células tumorais. Dessa forma, os estudos apresentados neste
trabalho revelaram a eficiéncia na produgdo da serinoprotease recombinante de C. d.
collilineatus, porém sdo necessarios mais ensaios para compreender o mecanismo de acao

destas proteases frente as células tumorais.
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