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RESUMO

O Brasil apresenta um grande potencial biotecnologico, uma vez que ha uma grande
diversidade da fauna e da flora. A exploracao benéfica, segura e consciente desses recursos
leva a descoberta de moléculas e modelos que podem ser usados para fins terapéuticos.
Muitos estudos revelam o potencial biotecnoldgico de toxinas isoladas de peconhas de
serpentes, portanto elas sdo estudadas tanto para entender questdes relacionadas ao
envenenamento, quanto para atuar como modelos terapéuticos. As serinoproteases derivadas
de peconhas de serpentes (SVSPs) sdo proteases glicosiladas conhecidas por possuirem a
capacidade de interferir na hemostasia, porém sua atividade antitumoral ainda ¢ pouco
explorada. A partir disso, o objetivo desse trabalho ¢ expressar uma serinoprotease
recombinante clonada da peconha de Bothrops pauloensis (rBpSP-II) e avaliar sua atividade
citotoxica em diferentes linhagens tumorais. Primeiramente a proteina de interesse foi
expressa em Pichia pastoris por 96h. O primeiro passo cromatografico utilizado para a
purificacdo da rBpSP-II foi uma cromatografia de afinidade em resina de niquel Ni-NTA
Superflow. Apds a verificacdo de que a proteina recombinante ndo estava pura, foi feito o
segundo passo cromatografico em sistema de HPLC em fase reversa, porém o rendimento
proteico ao final da purificagdo nao foi satisfatorio, obtendo somente 0,30mg/L. Em seguida
foi feito os ensaios citotoxicos em células tumorais (MCF-7 e HepG2) e em células ndo
tumorais (MCF10A). A rBpSP-II apresentou sua maior atividade citotoxica na linhagem
MCF-7, matando aproximadamente 40% das células em uma concentragdo de 50ug/mL,
enquanto que na linhagem HepG2 a proteina recombinante foi citotoxica para 20% das
células. Entretanto, a rBpSP-II ndo apresentou citotoxicidade significante frente a linhagem
ndo tumoral MCFI0A, demostrando sua preferéncia por células tumorais. Uma vez
confirmado seu potencial citotoxico, foi feito um ensaio de inducdo de apoptose/necrose. Na
concentracdo de 6,25ug/mL da proteina recombinante, aproximadamente 50% das células
MCF-7 estavam em processo apoptotico, demostrando a rBpSP-II pode causar a morte das
células tumorais via necrose/apoptose. Portando, a proteina recombinante rBpSP-II possui um
potencial antitumoral, entretanto, mais estudos precisam ser desenvolvidos para elucidar o

mecanismo de agcdo dessas proteases frente as células tumorais.

Palavras-chave: Serinoprotease, hemostasia, atividade antitumoral.
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1. INTRODUCAO
1.1. Serpentes

No mundo, existem mais de 10.700 espécies de répteis. O Brasil, sendo o pais que
apresenta a terceira maior riqueza de répteis do mundo, conta com 795 espécies dessa classe
(UETZ & HOSEK, 2018; BERNILS, 2015). A classe Reptilia é composta por 4 ordens:
Crocodylia; Rhynchocephalia; Testudines; Squamata. No territério brasileiro a maior ordem ¢
a Squamata, representada por 753 espécies, das quais 405 sdo serpentes. Dessas, 15% sdo de

interesse médico e biotecnologico (MOURA et al., 2010).

As serpentes sdo um dos grupos dos animais vertebrados mais bem-sucedidos e apesar de
possuirem um formato corporal altamente conservado, existe uma grande variedade de
coloragdes e espécies, as quais ocupam diferentes ambientes. Elas preferem ambientes de
clima tropical e subtropical, umidos, como dreas de cultivo e matas com uma grande
quantidade de roedores, sua presa natural (CALVETE et al., 2009; LEE & SCANLON, 2002).
Esses animais possuem uma relacao estreita com os seres humanos desde os tempos mais
antigos. Na historia da humanidade, as serpentes despertam medo, curiosidade e admiragao.
Ademais, sdo fontes de crendices populares e simbologias, como a do poder, da morte e da

cura (SILVA et al., 2004; SANTOS-FITA e COSTA-NETO, 2007; CARDOSO et al., 2010).

No Brasil, ha duas familias consideradas pegonhentas (Elapidae e Viperidae), uma vez
que apresentam glandulas especializadas na producdo da pegonha e aparelho inoculador

(CARDOSO, 2003).

O acidente ofidico ¢ o quadro de envenenamento decorrente da inoculacdo de peconha
através do aparelho inoculador das serpentes. Na América do Sul, o Brasil € o pais com maior
incidéncia de acidentes ofidicos (Ministério da Satude, 2018). Em 2013, foram notificados

25.302 casos de acidentes ocasionados por serpentes (Ministério da Saude, 2014).

As serpentes do género Bothrops sdo responsaveis por aproximadamente 80% desses
acidentes no pais, por isso sdo amplamente estudadas (DE OLIVEIRA et al., 2008). Esse fato
pode estar relacionado ao comportamento dessas serpentes que quando ameagadas sdo
bastante agressivas, podendo atingir a vitima sem que esta a perceba, pois desferem seus botes

sem produzir sons (SANTANA, 2015).

As serpentes botropicas pertencem a familia Viperidae e compreendem cerca de 30

espécies distribuidas por todo territorio brasileiro (SBH, 2018). Em cada regido ha um tipo de



espécie predominante (CARDOSO, 2003). As espécies desse gé€nero mais conhecidas sdo:
Bothrops atrox, encontradas no Norte; Bothrops erythromelas, encontradas no Nordeste;
Bothrops moojeni nas regides Centro-oeste e Sudeste; Bothrops jararaca, encontradas na
regido Sul e Sudeste; Bothrops jararacucu, distribuidas no cerrado e nas florestas tropicais do
Sudeste; Bothrops alternatus, distribuidas pelo Sul do pais; e Bothrops pauloensis distribuidas

pelo Centro-Oeste, Sul e Sudeste.

A espécie Bothrops pauloensis (Figura 1), também conhecida como jararaca pintada e
boca de sapo, ocupa principalmente os estados de Tocantins, Minas Gerais, Mato Grosso do
Sul, Sdo Paulo, Parania, Goiads e o Distrito Federal (SBH, 2018). Essa espécie habita
ambientes principalmente do cerrado brasileiro, e em zonas geograficas do Tridngulo Mineiro
e Alto Paranaiba, inclusive em 4reas modificadas pelo processo de urbanizacdo (VALLE &
BRITES, 2008). Ademais, também s3o encontradas em ocupacdes agricolas locais pela

facilidade de proliferacdo de roedores, sua presa natural (MESQUITA, 1997).

Figura 1: Serpente da espécie Bothrops pauloensis (RODRIGUES, 2010).
1.2. Composi¢ao das peconhas de serpentes

As serpentes peconhentas sao aquelas que possuem glandulas especializadas na produgao
da peconha e aparelho inoculador para essa substancia. Essas glandulas sintetizam,
armazenam e secretam biomoléculas, as quais desenvolveram evolutivamente com objetivo de
capturar, imobilizar e matar suas presas, além de defender contra seus predadores (KOTCHA,

1996; CARDOSO, 2003).

A pegonha ¢ composta por uma grande variedade de moléculas que possuem diferentes

propriedades bioquimicas, estruturais e funcionais. A maior parte desses componentes sao



proteinas que possuem atividade enzimatica, como metaloproteases, fosfolipases As,
serinoproteases, L-aminoacidos oxidases e esterases. Além disso, esse coquetel apresenta
compostos organicos, compostos inorganicos € componentes ndo enzimaticos, como lectinas,
desintegrinas e peptideos potencializadores de bradicinina (BPP) (VARANDA & GIANINNI,
1999; KANG et al., 2011; MATSUI et al., 2000). Quando a pegonha ¢ inoculada, essas
toxinas podem agir isoladamente ou de forma sinérgica, potencializando seus efeitos locais e

sistémicos nos acidentes ofidicos.

A propor¢do de cada classe de toxina e a quantidade de peconha inoculada variam de
acordo com a regido geografica, sexo, ontogenética, dieta e idade da serpente (SILVA, 2017;
NUNEZ et al.; 2009; SUNAGAR et al., 2014; WRAY et al.; 2015). Desse modo, a pegonha
de cada género possui uma composicao variavel, o que reflete em diferentes agdes, atividades
bioldgicas e efeitos fisiopatologicos. Enquanto a pegconha crotalica ¢ conhecida por apresentar
acdes neurotdxicas e hemoliticas, a pegonha botropica € caracterizada por ter um efeito

proteolitico e coagulante (UNILUS Ensino e Pesquisa, 2016).

De acordo com o estudo transcriptomico da glandula da pegonha de Bothrops pauloensis,
41,9 % do perfil de transcrigdo corresponde a toxinas (Figura 2), demonstrando seu potencial
proteolitico. As toxinas de maior transcri¢do sao as metaloproteases e fosfolipases Aoz,
representando mais de 60% do total. Outras enzimas, como serinoproteases € L-amino acido
oxidases, sdo transcritas em menores porcentagens, 5,3% e 2,9%, respectivamente (Figura 2)

(RODRIGUES et al., 2012).
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Figura 2: Perfil transcriptomico da glandula da pegonha de Bothrops pauloensis (RODRIGUES et al., 2012).



1.3. Influéncia dos componentes da peconha na hemostasia

A hemostasia ¢ um processo muito importante que consiste na regulacdo tanto da
formagdo do coagulo de fibrina, quanto na dissociacdo desse coagulo, evitando assim,
processos hemorragicos e tromboéticos. Para que o processo hemostatico ocorra de forma
eficaz diante de uma injuria vascular € necessario que ocorra a vasoconstri¢do, o que resultara
na diminui¢ao do fluxo sanguineo, e na ativacao de plaquetas, de fatores procoagulantes ¢ do
sistema fibrinolitico (SAJEVIC et al., 2011). Esse processo ¢ conhecido e representado em
forma de cascata (Figura 3) em que precursores inativos vdo sendo ativados por agdo
proteolitica até culminar na formagdo da trombina, a qual & responsavel por clivar o

fibrinogénio e formar monomeros de fibrina.

No modelo representado pela cascata de coagulagdo sanguinea, o processo de formagao
do codgulo de fibrina pode acontecer de duas maneiras: pela via extrinseca, onde envolve
elementos que usualmente nao fazem parte da composicao intravascular; e pela intrinseca que
¢ iniciada por componentes que estdo presentes no espago intravascular. Essas vias possuem
um ponto em comum na cascata que € a ativacao do fator X, um fator procoagulante que faz
parte do complexo protrombinase (NORRIS, 2003). Esse complexo ¢ responsavel pela

ativacdo da trombina, que por sua vez, degrada o fibrinogénio em monomeros de fibrina para

a formagao do coagulo.
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Figura 3: Cascata de coagulagdo sanguinea, culminando para a formagdo da trombina (DAVIE, 2003).



Porém, essa hipotese de cascata ndo consegue explicar alguns eventos e disturbios
observados in vivo, razao pela qual uma nova hipotese de como acontece o processo
hemostatico foi criada e denominada de modelo da coagulacdo baseado nas superficies
celulares (FERREIRA et al., 2010; HOFFMAN, 2003). Porém, observa-se que os fatores
procoagulantes, os elementos que fazem parte do sistema fibrinolitico e os anticoagulantes

naturais, sdo os mesmos nos dois modelos.

Apesar de a presa natural das serpentes serem roedores € animais pequenos, muitas
toxinas que compdem a peconha sdo altamente ativas em proteinas e elementos celulares do
sangue humano, portanto, possuem a capacidade de interferir no processo hemostatico. De
acordo com a acdo e interferéncia hemostatica, essas toxinas podem ser classificadas em:
fibrinogenoliticas; fibrinoliticas; ativadoras de plasminogénio; ativadoras da protrombina;
ativadoras do fator V; ativadoras do fator X; anticoagulantes, incluindo inibidores da
formag¢ao do complexo protrombinase e os inibidores de ativadores da trombina; enzimas com
atividade hemorrégica; enzimas que degradam os inibidores de serinoproteases; indutores da

agregacao plaquetéria; e inibidores da agregacao plaquetaria (MARKLAND, 1998).

As serinoproteases ¢ metaloproteases sdo proteases presentes nas peconhas ofidicas e sao
conhecidas por terem a capacidade de interferir em varios pontos do processo hemostatico
(SAJEVIC et al., 2011; MARKLAND, 1998; MATSUI et al.,, 2000). Portanto, essas
moléculas sdo alvos de estudos tanto na fisiologia do envenenamento, quanto na terapéutica

de distarbios hemostaticos.

Sabe-se que algumas proteases das peconhas que interferem na hemostasia clivam as
moléculas em alguns pontos de forma inespecifica, porém estudos demostraram que certas
proteases conseguem clivar algumas proteinas de forma especifica (MATSUI et al., 2000).
Algumas serinoproteases derivadas de peconhas de serpentes (SVSPs) sdo estruturalmente e
funcionalmente semelhantes aos fatores de coagulacdo sanguinea, como, por exemplo, as
serinoproteases ativadoras da protrombina que clivam a protrombina no mesmo sitio que o

fator Xa, convertendo a protrombina em trombina (SAJEVIC et al., 2011).

As SVSPs possuem uma alta capacidade moduladora no sistema hemostatico. Além disso,
ndo sao degradadas por alguns inibidores de serinoproteases como antitrombina-III
(SERRANO; MAROUN, 2005), e isso faz com que essas moléculas sejam altamente
estudadas. Além disso, elas podem atuar tanto na estimula¢do da formagdo do coagulo, por

meio da ativacdo dos fatores procoagulantes, como fator X, fator V e protrombina, quanto na



dissolugdo do coagulo de fibrina, agindo na ativagdo da proteina C e plasminogénio,
promovendo uma atividade fibrino(geno)litica (KINI, 2006; KINI, 2005; TANS; ROSING,
2001; SAJEVIC et al., 2011).

1.4. Serinoproteases

As serinoproteases sdao altamente distribuidas e encontradas em todos os reinos de vida
celular. Elas sao conhecidas por participarem de varios processos bioldgicos, por isso, podem
interferir e controlar alguns processos fisioldgicos, como o sistema de coagulacdo, imunidade,

apoptose e fertilizagdo (PAGE & DI CERA, 2008).

As SVSPs sdo classificadas em familias e clas, as quais revelam a sua origem evolutiva e
seu mecanismo catalitico, respectivamente. Apesar dessas classificagdes, todas as
serinoproteases, possuem um residuo de Serina reativo no seu sitio ativo que ¢ responsavel
pelo ataque nucleofilico ao grupo carbonil do substrato, que ocasionard na formacgdo do
complexo transitorio acil-enzima. Sabe-se que esse perfil nucleofilico, e consequentemente, a
formagao do referido complexo, ¢ estabilizado por outros dois aminoacidos que formardo a
triade catalitica (Figura 4A), composta pelos residuos de Serina (Ser), Histidina (His) e
Aspartato (Asp) (BARRET & RAWLINGS, 1995; KANG et al., 2011; PAGE & DI CERA,
2008).

As serinoproteases derivadas de pegonhas de serpentes sdo glicoproteinas com sitios N-
ou O- ligados e sdo sintetizadas como zimogénios, possuindo aproximadamente 256
aminoacidos (KANG et al.,, 2011). Devido as diferengas de quantidades e dos tipos de
carboidratos ligados, a massa molecular dessas moléculas pode variar de 26 a 67 KDa. Elas
possuem 12 residuos de cisteina, dos quais 10 sdo responsaveis pela formagdo de 5 pontes de
dissulfeto, e os 2 residuos restantes formam uma ponte na extensdo C-terminal Cys91-—
Cys245e (numeracdo quimiotripsinogénio), que ¢ uma caracteristica das SVSPs (Figura 4B)
(SERRANO; MAROUN, 2005; PARRY et al., 1998).

As SVSPs sdo da familia S1 e pertencem ao cla PA (HEDSTROM, 2002; KANG et al.,
2011). Isso se deve, pois, essas proteases provavelmente originaram-se de enzimas
digestivas, desse modo, apresentam estrutura parecida com a quimiotripsina. A estrutura das
serinoproteases quimotripsina-like (Figura 4B) possui seu sitio ativo localizado na juncao de
dois dominios assimétricos de folhas B (PARRY et al., 1998). A maioria dessas proteases €

sensivel a agentes inibidores de serina, como fluoreto de fenilmetano sulfonil (PMSF) e



isofluorofato (DEP). Ademais, elas podem ser inibidas competitivamente pela benzamidina e

p-aminobenzamidina (SERRANO; MAROUN, 2005).
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Figura 4: (A) Detalhe do sitio ativo das SVSPs mostrando os residuos da triade catalitica Ser195, His57 e
Aspl02 (JEREMY et al., 2002). (B) Estrutura das SVSPs. Representado pelo azul esta a por¢do C-terminal
contendo uma ponte de dissulfeto; as partes coloridas representam as cadeias laterais dos residuos de His57,
Aspl102 e Ser195; em vermelho, estdo representados os “loops” da molécula; em cinza, estdo as a-hélices e as

folhas B-pregueadas, ¢ em amarelo, estdo representadas as pontes de dissulfeto (KANG et al, 2011).

Algumas dessas serinoproteases possuem a capacidade de realizar algumas funcdes da
trombina, como degradar o fibrinogénio, ativar a proteina C e o fator V (SERRANO;
MAROUN, 2005). Elas sdao chamadas de serinoproteses semelhantes a trombina (SVTLEs),
porém ha diferencas no sitio de clivagem e na ativacao de certos fatores (SERRANO, 2013;
YOU et al., 2004).

Nos modelos do processo da coagulacao sanguinea, todas as vias culminam na formacao
da trombina, que ¢ responsavel pela degradacdo do fibrinogénio, liberando igualmente
fibropeptideos A e B que formardo uma matriz insolavel (CASTRO et al, 2004; CASTRO &
RODRIGUES, 2006). Além disso, a trombina ativa o fator XIII que possui a funcdo de
realizar ligagdes cruzadas entre os monomeros de fibrina, formando um coagulo denso e
coeso, a evitar a perda de sangue (DI CERA; DANG; AYALA, 1997; POLACK, 2003).

O fibrinogénio ¢ uma glicoproteina dimérica que possui cadeias polipeptidicas chamadas
de a, B, v. As SVTLEs sdo classificadas em trés grupos: SVTLE-AB, SVTLE-A e SVTLE-B,
de acordo com os produtos liberados na reagdo com o fibrinogénio (Figura 5). Algumas

SVTLEs sao capazes de degradar as cadeias a e P, e assim como a trombina, liberam
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fibropeptideos A (FPA) e fibropeptideos B (FPB), sendo classificadas como SVTLE-AB.
Porém, a maioria dessas serinoproteases ¢ capaz de clivar apenas uma cadeia do fibrinogénio.
Portanto, aquelas que degradam a cadeia P, liberando fibropeptideos B (FPB), sdo
classificadas como SVTLE-B; e as que clivam a cadeia a, liberando fibropeptideos A (FPA),
sao classificadas como SVTLE-A (CASTRO et al, 2004; CASTRO & RODRIGUES, 2006).

=™

SVTLE-B
SVTLE-A SVTLE-AB

Thrombin

Figura 5: Represen¢ao do fibrinogénio e comparagdo do padrio catalitico de trombina ¢ SVTLEs. Os simbolos
a; B; y representam as cadeias de fibrinogénio, ja as letras A e B referem-se aos fibrinopeptideos que sdo

liberados na ag@o dessas proteases (CASTRO et al, 2004).

Outra diferenca ¢ que as SVTLEs ndo ativam o fator XIII, resultando, consequentemente,
na formacao de um coagulo frouxo, fraco, que serd rapidamente degradado e removido pelo
sistema fibrinolitico, melhorando o fluxo sanguineo e diminuindo o estoque de fibrinogénio in
vivo. Essa caracteristica € responsavel por essas moléculas possuirem um efeito coagulante in
vitro, porém in vivo o resultado ¢ um efeito desfibrinogenante. Desse modo, essas proteases
possuem um efeito terapéutico anticoagulante e antitrombolitico, portanto, podem servir como
um modelo de fAirmaco para certos distirbios hemostaticos, como a trombose (MARKLAND,

1998).

1.5. Potencial terapéutico

O Brasil possui uma crescente expectativa quanto ao desenvolvimento biotecnologico
utilizando produtos naturais, tendo em vista a grande biodiversidade da fauna, da flora e da

exploracdo de forma benéfica, segura e consciente desses recursos. Muitas vezes esses



produtos naturais sdo moléculas isoladas de peconha de serpentes (UNILUS Ensino e

Pesquisa, 2016).

Diversos estudos comprovam que moléculas isoladas de peconhas de algumas serpentes
encontradas em territério brasileiro possuem agdo antimicrobiana, antifungica, antiviral,
antiparasitaria, anticoagulante, antitumoral, entre outras (Figura 6) (GADERNAL, 2010;
BURIN et al., 2018; SAMY, SETHI, LIM, 2016). Portanto, os estudos sobre a composi¢ao

dessas peconhas despertam interesse tanto em sua atuagdo no envenenamento, quanto na

aplicagdo terapéutica de suas moléculas isoladas.
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Figura 6: Amplo aspectro de ac¢des toxicologicas e aplicagdes terapéuticas de toxinas derivadas de pegonhas de

serpentes (CALDERON et al., 2014).

Um exemplo de como algumas moléculas isoladas de pegonha de serpentes podem ser
potenciais terapéuticos ¢ o Captopril. Esse farmaco ¢ o primeiro em que o principio ativo ¢é
derivado da peconha de uma serpente. Estudos dos mecanismos fisiologicos do
envenenamento constataram que a peconha de Bothrops jararaca quando inoculada tinha a
acdo de causar uma hipotensdo em suas presas. Essa a¢do foi atrelada ao fato dessa pegonha
conter moléculas denominadas peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs)

(GUERREIRO, 2009).



A cola de fibrina derivada de serinoproteases isoladas de Crotalus durissus pode ser usada
em tratamentos de distirbios hemorragicos e como cicatrizante de feridas, uma vez que ela
possui propriedades reparadoras nos tecidos (BARROS et al., 2009). Este composto ¢ muito
util para manter a hemostasia em alguns tipos de cirurgia e para terapias regenerativas, como
na reparagdo do tecido neural (BUCHAIM et al., 2015; SPOTNITZ, 2014). Um exemplo
disso, ¢ o estudo que demostrou que a cola de fibrina viabiliza a regeneragdo axonal, bem
como, ¢ um método eficiente para recuperar nervos periféricos lesados (BUCHAIM et al.,
2015). A cola de fibrina ¢ biodegradavel, ndo imunogénica, ndao ¢ vetor de doengas, nao ¢
toxica, ndo produz efeitos colaterais e possui propriedades adesivas. (BUCHAIM et al.,

2015).

Devido as propriedades desfibrinogenantes das SVTLEs elas sdo alvos potenciais
terapéuticos no enfarte do miocardio, acidente vascular cerebral isquémico e doengas
tromboticas. Além disso, essas proteases também sdo estudadas para serem usadas na
preven¢do de formagdo de trombos e em melhorar a circulagdo sanguinea em varios disturbios
vasculares, reduzindo a viscosidade do sangue (CASTRO et al, 2004). A Batroxobin
(Reptilase®) ¢ uma SVTLEs isolada da peconha de Bothrops atrox, que cliva a cadeia a do
fibrinogénio, convertendo-o em monomeros soltos de fibrina. Logo, esse fArmaco apresenta
um bom efeito terapéutico no tratamento da isquémica em ratos e em praticas clinicas in vivo
(FUNK et al, 1971). Da mesma forma, a metaloprotease denominada Moojenin (Defibrase®)
isolada da peconha de Bothrops moojeni mostrou atividade anticoagulante por clivar cadeias a
e B do fibrinogénio, formando um coéagulo instavel (WANG et al, 2001). Ambas SVTLEs sao
insensiveis aos inibidores da trombina e agem especificamente sobre o fibrinogénio, nao

afetando a fun¢ao plaquetéria.

Compostos organicos e naturais sdo fontes promissoras na formulacdo de drogas
antitumorais. Muitos peptideos e proteinas derivados de pegonhas das serpentes demostraram
propriedades anti-angiogénicas e anti-metastaticas, afetando a migrag¢do e a proliferagdo de
células tumorais, o que comprova que estas toxinas podem se ligar de forma especifica as

membranas das células cancerosas.

Existem muitos estudos publicados descrevendo o potencial antitumoral das toxinas de
serpentes. Peconhas de diferentes espécies, Ophiophagus hannah e Echis carinatus, foram
testadas quanto as suas propriedades antitumorais usando células tumorais pancreaticas. Essas

peconhas apresentaram acdo citotoxica, além de atividade inibitéria da angiogénese
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(KERKKAMP et al., 2018). Algumas metaloproteases derivadas de peconhas das serpentes
(SVMPs) demonstraram atividade de inibicdo do processo de angiogénese ¢ de indugdo da
apoptose. Uma metaloprotease PI isolada da peconha de Bothrops pauloensis foi capaz de
inibir a adesdo de células tumorais e a formagao de capilares em Matrigel, demostrando seu
potencial inibitorio da angiogénese. Além disso, essa protease apresentou efeitos citotdoxicos
em concentracdes maiores que 20 pg/mL (ACHE et al., 2015). Uma L- amino oxidase isolada
da peconha de Bothrops leucurus, denominada BI-LAAO apresentou citotoxicidade sobre
varias linhagens tumorais, como células tumorais de estdmago (MKN-45) e células tumorais
colorretal (RKO). Observou-se que essa citotoxicidade se deve a geracdo de grandes
quantidades de HoO> (NAUMANN et al, 2011). Outro exemplo ¢ efeito antitumoral e anti-
angiogénico em cé¢lulas de cincer de mama MDA-MB-231 induzidas pela Bothropoidina,
uma metaloprotease isolada da peconha da Bothrops pauloensis (GUIMARAES et al., 2017);
e efeitos antitumorais de uma BnSP-6, uma Fosfolipase A> Lys 49 isolada da pegonha de
Bothrops pauloensis, em células MDA-MB-231 de cancer de mama humano (AZEVEDO et
al., 2016).

1.5.1. Cancer

O cancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tem em comum o
crescimento desordenado de células que invadem 6rgdos e tecidos. Essas células tendem a ser
muito agressivas e incontrolaveis, pois dividem-se rapidamente, podendo espalhar-se para

outras regides. O cancer pode ter origem de diferentes tecidos e células (INCA, 2018).

As células cancerosas sdo caracterizadas pelo crescimento celular descontrolado, perda da
capacidade apoptotica e pela capacidade de fazer metéstase, o qual é um processo que pode
induzir adesdo celular, migragdo através da matriz celular e angiogénese (VYAS et al., 2013;

HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O cancer ¢ um importante problema de satide publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), 12,7 milhdes de
pessoas no mundo sdo diagnosticadas com cancer, sendo que, 7,6 milhdes morrem vitimas
dessa doenca. A estimativa ¢ que em 2030 haverd 26 milhdes de casos novos e 17 milhdes de
mortes por ano. De acordo com o Ministério da Satde, usando dados referentes a 2015, o
cancer ja ¢ a principal causa de morte em 10% dos municipios brasileiros, superando as
doencas cardiovasculares. O cancer de mama no Brasil ¢ o mais decorrente entre a populagao

feminina e a maior causa de morte entre elas. De acordo com o Sistema de Informacgdes de
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Mortalidade (SIM), aproximadamente 14.206 mulheres sdo vitimas dessa doenga, por ano,
no Brasil (INCA). Em 2018, houve a estimativa de 59.700 mil novos casos de cancer de

mama entre as mulheres (INCA, 2017).

A otimizag¢do dos tratamentos atuais e busca de novas abordagens e tratamentos contra o
cancer sdo alguns dos principais desafios que a pesquisa na area médica mundial tenta
solucionar. Os tratamentos atuais causam muitos efeitos colaterais e sdo caros, gerando
drasticas consequéncias econOmicas, fisicas e mentais (VYAS et al., 2013). O tratamento
atual contra as neoplasias pode ser feito por cirurgia, quimioterapia, radioterapia ou
transplante de medula 6ssea. Essas abordagens podem atuar isoladamente, mas muitas vezes ¢
preciso uma combinagdo delas. Pacientes em tratamento quimioterapico relatam diversos
efeitos colaterais, como dor, nauseas, vomito, queda de cabelo, ansiedade, fadiga e alteragdes
de peso. Alguns pacientes desistem do tratamento porque o consideram muito agressivo
(BATISTA et al., 2015). Portanto, sdo necessarios estudos e pesquisas que objetivam novas
abordagens para o tratamento do cancer, que diminuam esses efeitos colaterais, aumentando a

qualidade e o tempo de vida desses pacientes.

Muitos estudos estdo propondo uma relagdo entre a hemostasia e o cancer, sugerindo que
um disturbio associado com as proteinas da coagula¢do do sangue favorece a progressdo do
tumor (FALANGA; MARCHETTI, VIGNOLI 2013; DUARTE, 2007). Sabe-se que a
neovasculariza¢do, conhecida como angiogénese, ¢ um processo fundamental para a nutri¢cao
das c¢lulas tumorais e que favorece a migracdo dessas cé€lulas a circulacdo sistémica.
Componentes responsaveis pela promocdo da coagulacdo sanguinea estdo presente em
situagdo onde hd o remodelamento vascular, logo, esse sistema pode contribuir para a
formagdo de novos vasos sanguineos, favorecendo a angiogé€nese nos pacientes que sao
vitimas do cancer. Desse modo, muitos desses pacientes apresentam hipercoabilidade com
risco de 4,2 vezes mais de desenvolver trombose venosa. Além disso, o risco de trombose ¢
aumentado com tratamento antineoplasico devido a agdo citotoxica com danos no endotélio,
que libera substancias procoagulantes e citocinas responsaveis para ativacao da coagulagao
sanguinea (DUARTE, 2007). Assim, um tratamento antitrombdtico ¢ uma alternativa para
prevenir trombose em pacientes com cancer. Levando em conta que estes pacientes
apresentam anormalidade na hemostasia, levando-os para estados hemorragicos e
tromboticos, o desenvolvimento de abordagens bifuncionais seria uma boa alternativa para
agir sobre o processo maligno, resolvendo a deficiéncia na coagulagdao (LIMA; MONTEIRO,
2013).
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1.6. Expressao heterologa

A produgao de proteinas heterdlogas ¢ uma tecnologia que estd sendo usada em diversas
areas, como terapéutica, veterinaria, agropecudria, alimenticia, cosmética ¢ na producao de
antigenos vacinais, entre outras. Essa técnica pode ser feita por varios sistemas de expressao
como bactérias, leveduras, plantas, células de mamiferos e de insetos (DINIZ; FERREIRA,
2010). A escolha do sistema de expressdao dependera da situacao financeira, do objetivo do

trabalho e, principalmente, das caracteristicas e exigéncias da molécula de interesse.

A levedura metilotréfica Pichia pastoris ¢ um sistema de expressao conhecido por ser
usado principalmente na producao de biofarmacos e enzimas industriais. Estudos atuais vém
mostrando que sistemas eucariotos, como a Pichia pastoris, sio um bom sistema de
expressdo, pois conseguem realizar modificagdes poOs-traducionais, tais como, o
processamento de sequéncias sinal; dobramento; formagao de pontes dissulfeto; adicdo de
certos lipidios; e glicosilacdes. Essas modificacdes podem ser necessarias para a atividade
funcional da proteina (CEREGHINO & CREGG, 2000). Além disso, essa levedura ndo ¢
considerada como fermentadora. O etanol € um dos produtos da fermentagao que em grandes
concentragdes pode ser toxico as células, afetando o rendimento da indugao (CEREGHINO et

al., 2002).

Outra caracteristica importante ¢ que um forte promotor, derivado do gene do alcool
oxidase (AOX1) de P. pastoris, é€ usado para transcrever genes heterdlogos, o qual permite
uma transcri¢do eficiente e rendimentos desejaveis das moléculas de interesse. Para ele ser
ativado ¢ necessario a presenca de metanol e, na auséncia desse indutor, ele se torna
reprimido. Isso contribui para o controle e facilidade do sistema tanto na escala laboratorial
quanto na escala industrial (TORRES & MORAES, 2000). Além disso, sabe-se que o sistema

de expressdo eucaridtico secreta as proteinas para o meio extracelular, isso faz com que a

purificagdo seja mais simples (KRAINER et al., 2016, STADLMAYR et al., 2010).
1.7. Serinoprotease recombinante de Bothrops pauloensis — 11 (rBpSP-1I)

Apesar da grande influéncia das serinoproteases em disturbios hemostaticos, estudos de
transcriptoma feitos com a glandula da peconha da Bothrops pauloensis revelaram que
somente 5,3% das toxinas totais correspondem a serinoproteases (Figura 2) (RODRIGUES et
al., 2012). Esses estudos permitiram a gera¢do de sequéncias ESTs (Expressed Sequence
Tags), que sdo de grande valia para a elucidacdo da complexidade e variabilidade das toxinas

presentes na peconha de B. pauloensis. Nesse mesmo estudo foram identificadas dois clusters
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de serinoproteases, as quais foram depositadas em bancos de dados e denominadas de rBpSP-

1 (GR955261) e rBpSP-1I (GR955260).

Essas proteases foram obtidas a partir do cDNA da pegonha de B. pauloensis, e ambas
as proteinas foram clonadas em vetor pPICZaA (Figura 7), o qual, posteriormente, foi
inserido no genoma da levedura Pichia pastoris, cepa KM71H, para ensaios de expressao da

proteina recombinante.

Figura 7. Vetor de expressdo pPICZaA (Invitrogen) utilizado para a clonagem das proteinas de interesse obtidas

da biblioteca de cDNA (RODRIGUES et al., 2012).

O vetor pPICZaA apresenta uma regido de resisténcia ao antibidtico zeocina, uma regiao
denominada o-fator responsdvel pelo direcionamento da proteina recombinante para o
sobrenadante e uma regido composta pelo promotor AOX1 que ¢ induzido pela presenga de
metanol no meio. Além disso, aos cDNAs de ambas proteinas (rBpSP-PI e rBpSP-II) foram
adicionados uma cauda contendo 6 residuos de histidina, para facilitar a purificagdo da

proteina de interesse (ISABEL et al., 2016).

Portanto, com o auxilio de novas técnicas no campo da biologia molecular, biotecnologia

e bioinformatica, a producdo de uma serinoprotease recombinante ‘“‘thrombin-like”
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denominada rBpSP-II e estudos funcionais e estruturais da mesma, podem ser modelos
moleculares para a formulacio de fArmacos que podem ser agentes terapéuticos no tratamento

de cancer ou em disturbios hemostaticos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral expressar uma serinoprotease recombinante
(rBpSP-1I) de Bothrops pauloensis em Pichia pastoris e avaliar a sua atividade citotoxica

sobre diferentes linhagens tumorais.
2.2. Objetivos especificos

e Expressar uma serinoprotease clonada da pegconha de B. pauloensis, denominada
de rBpSP-1I, em Pichia pastoris;

e Purificar a rBpSP-II por cromatografia de afinidade em Ni-NTA e HPLC;

e Analisar a proteina recombinante em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5%;

e Realizar o ensaio de viabilidade celular por 3-(4,5-dimethylthidazol-2-yl)-2,5
(MTT) sobre as seguintes linhagens tumorais: HepG2, MCF-7, MCF10A;

e Avaliar a inducdo de morte celular por apoptose/necrose, sobre a linhagem MCF-7

por citometria de fluxo;

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Expressao da serinoprotease recombinante da peconha de Bothrops pauloensis

(rBpSP-II).

Inicialmente foi feito um pré-indculo com uma colonia positiva contendo o inserto da
serinoprotease rBpSP-II em um erlenmeyer de 125mL com 10mL de meio BMGY (1% extrato
de levedura, 2% peptona, 1,34% YNB, 4x107 biotina, 1% glicerol, 100mM fosfato de potassio
pH 6.0) por 17 horas a 30°C com agitagdo de 200rpm. Posteriormente, toda a cultura foi
transferida para erlenmeyer de 2L contendo 500mL de meio BMGY e incubada a 30°C com
agitacdo de 200 rpm. Apos 24 horas, a cultura foi centrifugada a 1500xg por 10 minutos, o
sobrenadante descartado e o pellet foi ressuspendido em 100mL de meio BMMY (1% extrato
de levedura, 2% peptona, 1,34% YNB, 4x107 biotina, 0,5% metanol, 100mM fosfato de
potassio pH 6.0) em um erlenmeyer de 1L a 26°C com agitagdo de 190rpm. A inducdo da
proteina recombinante foi promovida pela adicdo de metanol 100% a cultura para uma
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concentracgdo final de 0,75% a cada 24 horas (AOKI et al., 2003). Foram coletadas aliquotas de
400uL antes de cada adi¢do de metanol para posterior analise dos tempos em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% (LAEMMLI, 1970).

Apo0s 96 horas a cultura restante foi centrifugada a 1500xg por 10 minutos, posteriormente,
o sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana de 0,45um. Esse sobrenadante filtrado foi

usado para a purificagdo da serinoprotease recombinante.

3.2. Purificacao da serinoprotease recombinante de Bothrops pauloensis em resina de

niquel Ni-NTA Superflow

A proteina recombinante expressa contendo uma sequéncia de seis residuos de histidinas
na por¢do C-terminal foi submetida a purificagdo em uma cromatografia de afinidade em
resina Ni-NTA Superflow (Qiagen®). A resina de niquel foi previamente lavada com 3
volumes (15mL) de agua destilada e em seguida equilibrada com 5 volumes do tampao de lise
(Tris-HCI 0,01M; NaH2PO4 0,06M e NaCl 0,01M; pH 8,0). Apos este procedimento, o
sobrenadante da cultura induzida, previamente filtrado, foi aplicado a resina e em seguida foi
realizada a lavagem da coluna com 3 volumes de tampao de lise. Para remover as proteinas
ligadas por afinidade a coluna foi utilizado um tampao de eluicdo (Tris-HC1 0,01M; NaH;PO4
0,06M; NaCl 0,1M pH 8,0) com diferentes concentracdes (10, 25, 50, 75, 100 e 250 mM) de
imidazol. Fra¢des de 5 mL foram coletadas manualmente e analisadas por SDS-PAGE a
12,5% (LAEMMLI, 1970).

As fracOes coletadas correspondem ao gradiente 1A, 1B (10mM de imadazol); 2A, 2B
(25mM de imidazol); 3A, 3B (50mM de imidazol); 4A, 4B (75mM de imidazol); 5A, 5B
(100mM de imidazol); e 6A, 6B e 6C (250mM de imidazol).

3.3. Cromatografia de Fase Reversa (C18) em sistema HPLC (HPLC-RYV)

Aproximadamente 2,5mg derivado das fra¢des eluidas pela purificagdo em resina de
niquel Ni-NTA Superflow foram aplicados em uma coluna Partisphere C18 WHATMAN®
(4,6mm x 125mm) de volume 1,66mL acoplada ao cromatografo AKTApurifier (GE
HealhCare). A coluna foi equilibrada com o solvente A (&cido trifluoracético 0,1% v/v e
acetronitrila 5% v/v), em seguida a proteina de interesse foi eluida da coluna utilizando o
solvente B (4cido trifluoracético 0,1% v/v e acetonitrila 100%). A elui¢do das amostras
ocorreu a um fluxo de 1 mL/mim a temperatura ambiente. As fragdes foram coletadas,

liofilizadas e armazenadas a - 80°C.
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3.4. Determinacio da concentragio proteica

As dosagens de proteinas em solucdes foram realizadas utilizando o método estabelecido
por Bradford (1976). As determinacdes das concentracdes de proteinas foram realizadas em
triplicata e a leitura da absorbancia em 595nm. Paralelamente a dosagem de proteinas foi
construida uma curva padrdo de albumina do soro bovino (BCA) (2mg/mL). A concentracao
de proteinas ug/ul foi determinada a partir de calculos de regressdo linear baseados nos

valores obtidos na curva padrao.
3.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes (SDS-PAGE)

A eletroforese com agente desnaturante dodecil sulfato de sodio (SDS) foi realizada

segundo a técnica descrita por Laemmli (1970).

Para monitorar a expressdo ¢ determinar a massa molecular da proteina recombinante as
amostras foram dissolvidas em tampao STOP (Tris-HCI 0,06M, pH 6,8, azul de bromofenol
0,001% (m/v), glicerol 10% (v/v) e B-mercaptoetanol 10% (v/v)), em seguida, estas amostras
foram aquecidas a 100°C por 5 minutos em banho-maria, aplicadas em gel e a eletroforese

conduzida a 12mA e 300V até o indicador azul de bromofenol atingir o final do gel.

Ao final deste procedimento, os géis foram submetidos a coloragdo com nitrato de prata
segundo Bassam et al., (1991). Esta metodologia consiste em deixar o gel overnight em
solucdo de 50% de metanol, 12% de acido acético e 0,05% de formaldeido. Posteriormente, o
gel foi lavado com etanol 50% por 3 vezes de 20 minutos cada e colocado em uma solucdo de
pré-tratamento com tiossulfato de sodio 0,02% (Na2S203) por exatamente 1 minuto. Na
sequéncia, o gel recebeu 3 enxagues de 20 segundos cada, com 4gua destilada e foi colocado
em uma solucdo de nitrato de prata (AgNO;3) por 20 minutos, sendo posteriormente
enxaguado 3 vezes por 20 segundos com agua destilada. O gel foi revelado com solugdo de
carbonato de so6dio (NaxCOs3) e a reagdo foi interrompida com solucao de 50% de metanol e

12 % de acido acético.
3.6. Manutencao das linhagens celulares aderentes (HepG2, MCF-7 e MCF10A)

Foram utilizadas as linhagens celulares imortalizadas descritas a seguir: adenocarcinoma
de mama humana (linhagem MCF-7), células epiteliais de mama ndo tumorigénica humana
(MCF10A) e hepatocarcinoma humano (linhagem HepG2). As linhagens HepG2 (ATCC
number HB-8065), MCF-7 (ATCC number HTB-22) e MCFI0A (ATCC number CRL-

10317) foram mantidas congeladas em nitrogénio liquido (-195°C) em aliquotas de 1x10°
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células/mL em solugdo de congelamento (10% de DMSO em soro bovino fetal). Para a
realizacdo dos experimentos as células foram descongeladas e cultivadas em monocamada,
em frascos de 25cm? com 5SmL de meio de cultura DMEM (Gibco 31600- 034, USA)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF). Os frascos contendo as células
descongeladas foram incubados em estufa umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO-, a
37°C, até atingirem o estado de confluéncia (~ 5x10° células), quando necessitam de

subcultivo.
3.7. Subcultivo da HepG2, MCF-7 e MCF10A

Todo o sobrenadante do frasco obtido no item anterior foi desprezado, permanecendo
assim, somente as células aderidas ao fundo do frasco. O frasco foi lavado com
aproximadamente 6mL de tampao PBS (Phosphate Buffer Saline — NaHPO4 3,2mM;
KH>PO4 0,5mM; KCI 1,3mM; NaCl 35mM) estéril pH 7,4 que posteriormente foi descartado.
Em seguida, adicionou-se 2mL de tripsina 0,25% (SAFC Bioscience 59429C, USA) a garrafa
de cultura. O periodo de agdo da tripsina ¢ de aproximadamente 5 minutos e apoOs este
periodo, a mesma foi neutralizada com meio DMEM com SBF 10%, de modo que o volume
de meio fosse o dobro do volume usado de tripsina. Realizada essa etapa, transferiu-se todo o
contetido para um tubo falcon de 15mL e centrifugou-se por 5 minutos a 900xg. Desprezou-se
todo o sobrenadante, sendo o pellet ressuspendido em DMEM com SBF 10%. Em seguida, foi
feita a contagem do nimero de células em contador automatico (Countess II FL. Automated
Cell Counter Invitrogen) na presenca do corante azul de Tripan, depois a suspensao celular foi
distribuida em garrafas 75cm? com 10mL de meio de cultura DMEM com SBF 10%, de modo
que cada garrafa recebesse 1x10° células. Novamente as garrafas foram incubadas em estufa
umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO», a 37°C, até atingirem o estado de confluéncia,
quando necessitam de novo subcultivo. Os ensaios com a proteina recombinante (rBpSP-II)

foram executados com células entre o 3° e 6° subcultivo.
3.8. Ensaio de citotoxicidade (MTT)

Para o teste de citotoxicidade foram utilizadas placas de 96 pogos, de modo que os 3
primeiros pocos foram utilizados para a leitura do branco e portanto, nao receberam células ou
tratamento. O restante dos pogos receberam 5x10* células/pogo, com um volume final de
150uL. As células foram plaqueadas (HepG2, MCF-7 e MCF10A) e incubadas por 24 horas
em estufa umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO», a 37°C. Depois desse periodo as

células foram tratadas com 50 pL de PBS (controle negativo) ou diferentes concentragdes de
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rBpSP-II (0,2 a 100pg/mL) e novamente incubadas por 24 horas a 37°C com 5% de CO», até a
analise. O controle positivo recebeu 50uL de cisplatina (Incel - Darrow®) na concentragao
0,25mg/mL). Ap6s 24 horas de tratamento, os pogos receberam 20uL de 3-(4,5-dimetil tiazol
2-il) 2,5- difenil brometo de tretrazolium (MTT) (Sigma M2128, USA) e foram incubados por
4 horas a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, as placas foram centrifugadas por 10 minutos a
900xg e posteriormente invertida para o descarte do sobrenadante, seguida da adicdo de
100uL de DMSO (Sigma D2650, USA) em cada pogo, ¢ mantidas sob agitagdo até a total
dissolugdo dos cristais (aproximadamente 20 minutos). Em seguida, as placas foram levadas
ao espectrofotdmetro para a leitura da absorbancia em 570nm. Foram realizados 3
experimentos independentes, em triplicatas, para cada concentra¢do. Os dados obtidos foram
transferidos para o software GraphPad Prism 5, onde os graficos foram gerados e realizou-se

a analise estatistica para interpretacdo dos dados.
3.9. Analise de apoptose/necrose por citometria de fluxo

Em placas de 24 pogos, foram adicionadas 1x10° células/pogo com volume final de 950
uL. As linhagens celulares foram plaqueadas e tratadas com 50uL de diferentes concentragdes
de rBpSP-II (0,78; 6,25 ou 50ug/mL). O controle negativo contendo 50uL. de meio de cultura.
ApoOs 24 horas de tratamento, as células foram recolhidas dos pogos, transferidas para tubos
de citometria, e centrifugadas por 5 minutos a 400xg, sendo o sobrenadante desprezado, o
pellet ressuspendido e adicionado ImL de PBS. Em seguida, as células foram centrifugadas
novamente nas mesmas condigdes, o sobrenadante foi desprezado, o pellet ressuspendido e
adicionados 200puL de tampdo 1X de Anexina V. Foram adicionados 1pL de Anexina V FITC
em cada tubo. As amostras foram incubadas por 15 minutos em banho de gelo e logo apos a
incubagdo, foram adicionados 2uL de iodeto de propideo (PI) e imediatamente realizou-se a
leitura. Foram analisados 10.000 eventos no equipamento FACSCanto (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA). Foram realizados 3 experimentos independentes com triplicatas
para cada concentragdo. Os dados obtidos foram transferidos para o software GraphPad Prism
5, onde os graficos foram gerados e realizou-se a analise estatistica para interpretacao dos

dados.

4. RESULTADOS
4.1. Expressao e Purificacio da serinoprotease recombinante da peconha de Bothrops

pauloensis
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Apos os processos de identificagdo das sequéncias geradas pelo transcriptoma da glandula
da peconha de Bothrops pauloensis (RODRIGUES et al., 2012), amplificacdo do cDNA da
serinoprotease rBpSP-II, clonagem e confirmacao dos clones positivos (ISABEL et al., 2016),
foi realizada a expressdo da serinoprotease recombinante usando uma colOnia positiva
contendo o inserto da rBpSP-II. Essa expressdo heter6loga foi feita em trés etapas: pré-

in6culo, geracdo de biomasssa e indugao.

A cada 24 horas, 400uL foi coletado do meio de indugdo BMMY. Essas aliquotas,
correspondentes aos tempos de inducdo de 0; 24; 48; 72 e 96 horas, foram aplicadas em gel
SDS-PAGE 12,5% para a andlise da expressdo e corados com nitrato de prata para

determinagdo dos niveis de expressao da rBpSP-II (Figura 8).

De acordo com a Figura 8, observou-se que a proteina de interesse rBpSP-II foi expressa
de forma gradativa e eficiente. A seta vermelha apresentada na figura indica que a protease
comegou a ser expressa depois de 24 horas apds o comego da indugdo, possuindo o maior

nivel de expressdao em 96 horas.
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Figura 8: Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% da expressdo da rBpSP-II em levedura P.
pastoris em meio BMMY pH 6,0. 1: Oh, 2: 24h, 3: 48h, 4: 72h, 5: 96h. A seta em vermelho indica a proteina

recombinante.
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Apo6s 96 horas de indugdo, o meio BMMY foi centrifugado e o sobrenadante foi coletado,
filtrado e aplicado na coluna em resina de niquel Ni-NTA Superflow para purificagdo da
rBpSP-II, uma vez que a proteina recombinante possui uma cauda de histidina. Para anélise
das amostras previamente cromatografadas, foi feito um gel de poliacrilamida SDS-PAGE

12,5% em que as amostras aplicadas no gel correspondiam as fragdes coletadas (Figura 9).

PM 3B 44 4B _SA SB d
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Figura 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% da purificacdo da rBpSP-II em resina de
niquel Ni-NTA Superflow. Foram aplicadas 3ulLL de padrdao de massa molecular; 20ul dos gradientes 3B; 4A;

4B; 5A; 5B. A seta em vermelho indica a proteina recombinante.

Como visto na Figura 9, a rBpSP-II apresentou um grau de pureza satisfatorio utilizando a
resina de niquel Ni-NTA Superflow. Observou-se que a rBpSP-II, com aproximadamente 45
kDa, foi eluida nos gradientes 3B, 4A, 4B, 5A e 5B (Figura 9). A elui¢do do gradiente 3 foi
obtida usando um tampao de elui¢do com 50mM de imizadol, do gradiente 4 foi de 75SmM de

imidazol e por fim do gradiente 5 foi de100mM de imidazol.

4.2. Purificacao por HPLC-RP

A fim de facilitar a obtengao, didlise e concentragdo da serinoprotease recombinante, apos
o fracionamento em resina de niquel, utilizou-se o Centricon. Ao colocar no gel SDS-PAGE
12,5% as amostras obtidas depois da realizacdo do processo de concentragdo, observou-se que

as fragoes eluidas pela cromatografia de afinidade ndo estavam totalmente puras (Figura 10).
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Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%, apds um processo de dialise e
concentragdo das fragdes 3B, 4A e 4B, obtidas da purificagdo da rBpSP-II em resina de niquel Ni-NTA

Superflow, utilizando o Centricon. A seta em vermelho indica a proteina recombinante.

Com o objetivo de purificar a rBpSP-II e eliminar os contaminantes, uma nova
estratégia foi tragada. Para isso, foi feito uma cromatografia de Fase Reversa (C18) em
sistema HPLC. Esse processo cromatografico ¢ um tipo de cromatografia de interacdo
hidrofobica (HIC), na qual as proteinas sdo separadas de acordo com as diferencas
hidrofobicas. As proteinas mais hidrofilicas sdo eluidas primeiro, enquanto as mais

hidrofébicas sdo eluidas por ultimo.

As fragdes eluidas na cromatografia de afinidade (2,5mg) foram reunidas e fracionadas
em sistema de HPLC em fase reversa (HPLC-RP) utilizando uma coluna C18 (Figura 11),

resultando em 16 fracdes proteicas e peptidicas.
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Figura 11: Fracionamento das fragdes eluidas pela cromatografia de afinidade (2,5mg) em HPLC-RP.

Com o intuito de verificar a fragdo que continha a serinoprotease de interesse (rBpSP-II),

todas as fragdes coletadas apds a purificacdo, foram analisadas em gel de poliacrilamida

12,5% (Figura 12).
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Figura 12: Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%, apds a purificagdo da rBpSP-II por HPLC-

RP. O T54 corresponde a fracdo eluida com 82% da solu¢do B. A seta em vermelho indica a proteina

recombinante.
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Observou-se que a rBpSP-II foi eluida no pico referente ao Tubo 54, sendo indicada pela
seta vermelha na Figura 11, possuindo aproximadamente 45 KDa (ISABEL et al., 2016). O
tempo de retencao da amostra foi de 1 hora e 48 minutos. Desse modo, quando a porcentagem
da solucdo B atingiu 82% a mesma foi eluida, demostrando que a serinoprotease

recombinante ¢ mais hidrofdbica.

4.3. Dosagem e recuperac¢ao proteica

Para verificar o rendimento apds os dois passos cromatograficos foi feito dosagem por
Bradford. A Tabela 1 apresenta a recuperagdo proteica da rBpSP-II apds a realizagdo de
passos cromatograficos. Ao final das cromatografias realizadas obteve-se um rendimento de

0,10 % da rBpSP-II com relacdo ao meio de cultura.

Tabela 1. Recuperagao proteica dos passos cromatograficos da serinoprotease recombinante (rBpSP-II), a partir

de 100 mL de meio de cultura. A recuperagdo foi expressa em mg/L e porcentagem (%).

Proteina (mg/L) Recuperacao (%)
Meio de cultura 292.8 100
Purificacdo em Niquel 13 4,4
Purificacao HPLC-RP 0,30 0,10

4.4. Ensaio de citotoxicidade

A fim de verificar uma possivel atividade antitumoral foi realizado primeiramente um
ensaio de citotoxicidade por MTT. Utilizou-se nesse teste duas linhagens tumorais
imortalizadas: adenocarcinomas de mama (linhagem MCF-7) e carcinoma hepatocelular
humano (linhagem HepG2). Para o controle foi utilizado células de mama ndo tumorigénica
(MCF10A). Em todas as linhagens descritas foram realizados 3 experimentos independentes,

em triplicata.

As células testes foram tratadas com diferentes concentragdes da rBpSP-II (0,2 a
100pg/mL). O controle negativo recebeu PBS e o controle positivo cisplatina. Os resultados

desse ensaio sao mostrados na Figura 13.
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Figura 13. Analise de citotoxicidade da rBpSP-II em MCF10A (A), MCF-7 (B), HepG2 (C). As culturas de
células foram tratadas com diferentes concentragdes da serinoprotease (100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125, 1,56; 0,78;

0,39 ou 0,20 pg/mL) por 24h.

A rBpSP-II ndo foi citotoxica para as células MCF10A (célula normal de mama) em
nenhuma das concentracdes testadas (Figura 13A), porém ela demostrou atividade citotoxica
sobre as duas linhagens tumorais. A sua maior atividade citotoxica foi na linhagem MCF-7
(tumor de mama), matando aproximadamente 40% das células nas maiores concentracdes
testadas (Figura 13B), enquanto que na linhagem HepG2 (tumor de figado) a rBpSP-II foi
citotoxica para 20% das células (Figura 13C).

4.5. Apoptose/necrose por citometria de fluxo

Uma vez confirmado o potencial citotoxico da rBpSP-II em células tumorais, foi
necessario investigar em qual via acontece o processo que leva a morte dessas linhagens.
Assim, realizou-se um ensaio de apoptose/necrose a fim de analisar se a serinoprotease
recombinante ¢ capaz de induzir essas vias, diminuindo a exacerbac¢do de células mutantes.
Foi constatado que em todas as concentragdes da rBpSP-II testadas (0,78; 6,25 ¢ 50 pg/mL)

houve indugao apoptdtica em células tumorais MCF-7 (Figura 14).
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Figura 14: Avaliacdo do potencial apoptotico/necrético da rBpSP-II em MCF-7 por citometria de fluxo. A
populacdo de células em necrose foi marcada com PI (PI+/AV-), em apoptose foi marcada com anexina FITC V
(PI-/AV+) e populagdo com células necroticas e apoptdticas foi marcada como PI+/AV+. As células vivas ndo
foram marcadas (PI-/AV-). Resultados expressos pela média + SD para trés experimentos independentes (n = 3).
As diferengas estatisticamente significantes (p<0,05) foram marcadas com * (valores de PI+/AV- em relagdo ao
CN); # (valores de PI+/AV+ em relagdo ao CN); & (valores de PI-/AV+ em relagdo ao CN); A (valores de PI-
/AV- em relagdo ao CN) utilizando o teste one-way ANOVA e Tukey post-tests.

Observou-se no tratamento de 0,78ug/mL, 15% das células estavam em processo de
apoptose. A maior atividade da rBpSP-II foi no tratamento com 6,25 pg/mL, no qual
aproximadamente 50% das células estavam em processo de apoptose, sendo 26,5 % em
apoptose tardia (PI+/AV+) e 21% em processo de apoptose (PI-/AV+). Por fim, no tratamento
de 50uL/mL, 31% das células estavam em processo de apoptose tardia (PI+/AV+). Além
disso, nessa concentracdo, houve um aumento significativo de células que estavam em
processo necrotico. E possivel verificar que com o aumento da concentragdo, primeiramente
ocorre um aumento na porcentagem de células em apoptose (PI-/AV+), seguido por um
aumento de células em apoptose tardia (PI+/AV+), porém em concentragdo maiores, hd uma

tendéncia de diminui¢do nos processos apoptoticos € um aumento em processos necroticos.

27



5. DISCUSSAO

Uma das principais contribui¢des da biotecnologia moderna ¢ o uso de sistemas de
expressdo heterdloga para producdo de moléculas de interesse farmacoldgicos. Para a
compreensdo do funcionamento desse método ¢ necessario primeiramente ter o conhecimento
sobre o dogma central da biologia molecular. Esse dogma consiste em trés processos
essenciais para que a informagdo genética seja expressa: replicagdo, transcricao e tradugao.
Desse modo, uma mensagem genética presente no DNA de um sistema de expressdao, mesmo
derivada de outra espécie, pode ser decifrada e expressa em forma de proteina, gragas as

técnicas do DNA recombinante e otimizagao de codons (MIYAMOTO, 2013).

A utilizagdo destas técnicas pode viabilizar a aplica¢dao biotecnoldgica de toxinas, visto
que a obtencdo de algumas biomoléculas a partir das pegonhas ofidicas pode ser um fator

limitante para os estudos na area toxinologica.

Algumas serinoproteases como a Batroxobina, isolada da pegonha de Bothrops atrox e
Ancrod isolada de Calloselasma rhodostoma, as quais possuem potencias terapéuticos,
também foram produzidas por expressao heterdloga utilizando o sistema de expressdo Pichia
pastoris (LI et al., 2007; YU et al., 2007). Logo, o sistema de expressdo Pichia pastoris ¢é
eficiente uma vez que ¢ capaz de realizar e manter algumas caracteristicas comuns da classe

das serinoproteases, permitindo assim a conservacao de sua atividade.

A expressdo da rBpSP-II foi feita utilizando o sistema de expressdo em Pichia pastoris e
foi realizado em trés etapas. As duas primeiras etapas possuem o objetivo de crescimento
celular rapido e geracdo de biomassa, utilizando o glicerol como fonte de carbono. Essa
geracdo da biomassa permite altas densidades celulares, as quais sdo diretamente
proporcionais a concentragdo da proteina de interesse no meio de indugdo (TORRES &
MORAES, 2000). A ultima etapa tem como finalidade a inducdo da expressao da proteina
recombinante, para isso utiliza-se o metanol como indutor e fonte de carbono. O metanol ¢é
um indutor relativamente barato e que regula fortemente o promotor AOXI, ja que ele ¢
ativado na presenga desse alcool, fazendo com que as células iniciem a expressdo da proteina

de interesse (TORRES & MORAES, 2000).

E possivel perceber essa regulagio nas anélises feitas dos tempos da expressdo da proteina
rBpSP-II, por SDS-PAGE (Figura 8). A barra vermelha esta indicando as bandas da expressao
da serinoprotease recombinante. Isabel e colaboradores descreveram que esta proteina

recombinante possui massa molecular de aproximadamente de 45 KDa (ISABEL et al., 2016),
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confirmando a expressdo da rBpSP-II. No tempo 0 horas, ndo hd nenhuma banda que
corresponda a 45 KDa ja que a rBpSP-II ndo ¢ expressa de forma natural pela Pichia pastoris.
Esse resultado era de se esperar, uma vez que no tempo 0 horas, o indutor metanol ainda nao
fora colocado no meio, logo nao houve ativagao do promotor AOX1. No decorrer do tempo, €
com a adicdo de metanol 100% a cada 24 horas, é possivel a visualizacdo da banda que
corresponde a serinoprotease recombinante, indicando que o promotor AOX1 foi ativado,
permitindo a transcricdo do gene que codifica a proteina de interesse. A expressdao foi
realizada durante um periodo de 96 horas, sendo que o maior nivel de expressao foi em 96

horas (Figura 8).

Uma vez comprovada a expressdo, o sobrenadante do meio de indugdo foi submetido a
cromatografia de afinidade utilizando a resina de niquel Ni-NTA Superflow, a fim de
purificar a rBpSP-II. A resina de afinidade apresenta ions metélicos imobilizados (IMAC)
explora a afinidade da interacdo entre residuos doadores de elétrons presentes na superficie de
biomoléculas e grupos metalicos quelatados em um suporte solido. Os agentes quelantes sdo
acoplados a matriz por ligagdes covalentes e quando um ion metélico ¢ quelatado por ele, gera
um centro de adsor¢do, em que esse metal apresentara sitios de ligacao livres para a interacao
com a biomolécula (BRESOLIN, 2009). Essas moléculas adsorvidas podem ser eluidas por

competicao utilizando o imidazol.

No processo de clonagem da proteina recombinante foi colocado seis residuos de histidina
na por¢do C- terminal da proteina, com o objetivo de facilitar o processo de purificagdo.
Nesse caso, o imidazol dessas histidinas doam seus elétrons para o ion metalico. Portanto, a
afinidade dos residuos de histidina por ions metalicos como o niquel, faz com que a proteina

de interesse fique retida na coluna enquanto as demais moléculas sdo removidas.

Acreditava-se que pelo primeiro passo de purifica¢do, a rBpSP-II ja estava pura. Porém,
na realizacdo do gel SDS-PAGE ap6s um processo de concentracdo e dialise, utilizando o
Centricon, foi possivel a visualizacdo de outras bandas, as quais indicam a presenga de
contaminantes (Figura 10). Isso deve ter ocorrido, pois, as amostras das fragdes estavam
diluidas e como o nivel de expressdao da rBpSP-II ¢ maior que esses outros contaminantes, foi
possivel somente a visualizagdo da serinoprotease, mesmo na coloragdo mais sensivel
(BASSAM et al. 1991). A partir dai, concluiu-se que além da interacdo da molécula de
interesse, outras proteinas (contaminantes) interagiram com a resina, impossibilitando o

processo de purificagdo em uma Unica etapa cromatografica. Esse imprevisto ndo invalida os
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resultados mostrados nesse trabalho uma vez que o nivel de expressdo da rBpSP-II ¢ bem
maior do que a dos outros contaminantes, logo a atividade antitumoral ¢ gracas a proteina
recombinante. Além disso, ¢ de se esperar que com a eliminagdo dos contaminantes por

métodos que purifiquem a rBpSP-II, a sua atividade antitumoral serd maior.

Com o objetivo de eliminar os contaminantes, a purificagdo por HPLC-RP foi adotada.
As fragdes obtidas pela cromatografia de afinidade em resina de niquel Ni-NTA Superflow
(2,5mg), foram fracionadas em sistema de HPLC em fase reversa (HPLC-RP) utilizando uma
coluna C18 resultando em varios picos, confirmando a heterogeneidade da amostra (Figura
11). Todos os picos de eluicdo foram visualizados no gel a fim de descobrir em qual
porcentagem de solucdo B a rBpSP-II foi eluida. Depois dessa andlise, concluiu-se que a
proteina recombinante pura foi eluida no pico presente no tubo 54 (T54) (Figura 12), o que

corresponde a 82% de solucdo B.

Portanto a rBpSP-II foi purificada, para isso, foi utilizado dois passos cromatograficos.
O primeiro corresponde a uma cromatografia de afinidade em resina de niquel Ni-NTA

Superflow e o segundo passo foi a cromatografia de Fase Reversa (C18) em sistema HPLC.

Uma das vantagens da producdo de moléculas de interesse de forma heterdloga no
sistema de expressdo Pichia pastoris € que ha concentracdes muito elevadas de biomassa,
gerando a produgdo de grandes quantidades de proteinas recombinantes. Além disso, nesse
tipo de expressdo ¢ usado um promotor forte e altamente regulado que auxilia também em
maiores rendimentos proteicos (TORRES & MORAES, 2000). Porém ao analisar a tabela de
rendimentos (Tabela 1), observa-se que pelos dois métodos de purificagdo, ndo houve um
rendimento significativo e esperado. Ao final das duas cromatografias, obteve-se um
rendimento de 0,10% da rBpSP-II, o que representa 0,30mg/L. Para minimizar esse problema
e otimizar a producdo de moléculas de interesse, pesquisas moleculares recentes tém se
concentrado em inumeras questdes, incluindo o design de vetores de expressdo, otimizacdao do
numero de copias de genes, co-expressao de proteinas secretoras como chaperonas,

engenharia de glicosilagdo e vias secretoras etc (LOOSER et al., 2015).

Portanto, € necessario estudar novas estratégicas de purificacdo e otimizagdo do processo

para que a expressao heterologa da rBpSP-II produza maiores rendimentos.

O Brasil possui uma grande biodiversidade, desse modo, os potenciais biotecnologicos de

alguns produtos naturais como fonte farmacoldgica sdo alvos de estudos e pesquisas. As
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toxinas de serpentes contribuem de forma significante para a sintese de moléculas para o

tratamento de varias condi¢des medicinais (VYAS et al., 2013).

A otimizagao e a busca de novas abordagens para o tratamento contra o cancer sao alguns
dos principais desafios que a pesquisa na area médica mundial tenta solucionar. Muitos
peptideos e proteinas derivados de peconhas das serpentes demostraram propriedades anti-
angiogénicas e anti-metastaticas, afetando a migracao e a proliferacdo de células tumorais o
que comprova que estas toxinas se ligam de forma especificas as membranas das células

cancerosas (EJAZ et al., 2018; VYAS et al., 2013; CALDERON et al., 2014).

A citotoxicidade da proteina recombinante sobre as linhagens tumorais (HepG2 ¢ MCF-7)
e células ndo tumorais (MCF10A) foi avaliado pelo ensaio de MTT. A rBpSP-II apresentou
citotoxicidade significativa frente as células tumorais, ao passo que, a mesma nao foi
citotoxica para as células MCF10A em nenhuma das concentracdes testadas. Os resultados
mostraram uma preferéncia da proteina recombinante pelas células tumorais do que pelas
células ndo tumorais (Figura 13), deixando claro o potencial antitumoral dessa toxina. Sabe-se
que glicosilagdo de proteinas facilite a ancoragem de enzimas a superficie de células
cancerosas, uma vez que as propriedades das membranas dessas células sdo diferentes,
portando acredita-se que as glicosilagdes presentes na rBpSP-II pode explicar sua preferéncia

por células tumorais. (TANG et al.; 2018)

As toxinas presentes nas pegonhas de serpentes sdo consideradas um grande potencial
terapéutico antitumoral devido a sua alta toxicidade, causando a retardagdo do crescimento
dessas células (VYAS et al., 2013; EJAZ et al., 2018). Além disso, elas possuem afinidade e
acOes especificas, tornando-as ferramentas biotecnologicas atrativas (CALDERON et al.,
2014). Muitos estudos demonstram o potencial antimoral da pegonha bruta e de toxinas
isoladas, de diferentes espécies de serpentes, sobre linhagens tumorais (KERKKAMP et al.,
2018; EJAZ et al., 2018).

A fim de investigar o mecanismo de morte que possa explicar o efeito citotoxico induzido
pela rBpSP-I1, avaliou-se seu efeito sobre a apoptose e necrose na linhagem em que a toxina

foi mais citotoxica.

A apoptose ¢ um processo de morte celular altamente regulado que ocorre de forma ndo
acidental, por isso muitas vezes ela também ¢ denominada de “morte celular programada”.
Esse processo ¢ importante em diversas situagdes fisioldgicas, como na reposi¢cdo de certos

tecidos, e na eliminagdo de célula apos algum dano celular (NIKOLETOPOULOU et al.;
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2013). Entretanto algumas doencgas, como neoplasia e doengas autoimunes, possuem uma
resisténcia anormal a esse processo, levando a exacerbagdo de células mutantes (RAMENGHI
et al., 2000). Portanto, a inducdo da apoptose ¢ um dos mecanismos mais importantes das
drogas antitumorais, uma vez que esse processo € capaz tanto de reduzir o tamanho do tumor,
quanto de diminuir o numero de células cancerosas (VYAS et al., 2013; IGNEY;

KRAMMER, 2002; SUN et al., 2003).

Para a avaliacdo da indugdo da apoptose/necrose foi feito uma citometria de fluxo de
células apos ligagdo com anexina V / FITC e PI (Figura 11). Todas as concentracdes de
rBpSP-II testadas (0,78; 6,25 e 50 pg/mL) induziram apoptose em células tumorais MCF-7

apos o tratamento por 24 horas.

Portanto, observa-se que a rBpSP-II apresentou uma citotoxicidade maior em células
tumorais do que em normais, além disso, a protease induziu eventos que levasse a apoptose da

linhagem tumoral MCF-7.

Algumas serinoproteases endogenas interagem com mediadores do processo apoptotico,
dessa forma, pesquisas apontam que essas proteases desencadeiam alguns eventos nucleares
como condensacdo, fragmentagdo e degradacdo de DNA observado em apoptose de estagio
tardio. Um exemplo é que altas concentragdes de trombina, quando estdo associadas com as
capases, prejudica o crescimento de células tumorais por parada do ciclo celular (STENSON-
COX; FITZGERALD; SAMALI, 2003). Esse efeito ndo ¢ observado em células normais,
enfatizando o potencial antitumoral das serinoproteases. Entretanto, ndo ¢ possivel afirmar

que a rBpSP-II possui esse mesmo mecanismo de acao.

Ja foi descrito na literatura algumas toxinas isoladas de Bothrops pauloensis que possuem
efeitos citotoxicos, anti-angiogénicos e anti-metastaticos. Um exemplo € o efeito antitumoral
e anti-angiogénico em c¢lulas de cancer de mama MDA-MB-231 induzidas pela
Bothropoidina, uma metaloprotease isolada da peconha da Bothrops pauloensis
(GUIMARAES et al., 2017). Bothropoidina mostrou 30% de citotoxicidade na concentragio
de 100pg/mL depois de 24 horas de tratamento, porém no tratamento com uma linhagem nao
tumorogénica (MCF10A), demostrou somente 10% de citotocixidade. Outro exemplo sdo os
efeitos antitumorais de uma BnSP-6, uma Fosfolipase A> de uma Lys 49 isolada da pegonha
de Bothrops pauloensis, em células MDA-MB-231 de cancer de mama humano. A BnSP-6
causou citotoxicidade dose dependente danificando aproximadamente 10 a 45% das células

MDA-MB-231 nas concentragdes de 12,5-100 pg/mL, inibiu a adesdo celular, estimulou o
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processo de autofagia, induziu a apoptose € causou um aumento notavel na expressdo génica
de BRCA2 e TP53, supressores tumorais (AZEVEDO et al., 2016). Essas toxinas, assim
como a serinoprotease recombinante, apresentaram uma citotoxicidade maior quando foram
tratadas em células tumorais, sugerindo que todas elas podem ter como alvo preferencial

células cancerigenas.

A deposic¢ao de fibrina ao redor do tumor pode contribuir para a protecdo do tumor e
ajudar a disseminar as células tumorais, mas também pode prevenir a progressdo tumoral.
Algumas toxinas com caracteristicas desfibrinogenantes, como a serinoprotease Ancrod,
tendem a diminuir a progressdo do tumor e diminui-lo por fibrindlise (DEWYS; KWAAN;
BATHINA, 1976).

Ha varios estudos demonstrando que os pacientes vitimas de cancer possuem uma
sobrevida prolongada quando recebem anticoagulantes (TIEKEN; VERSTEEG, 2016).
Portanto, estratégias devem ser elaboradas para que esses anticoagulantes sejam eficientes

para atacar o tumor, resolvendo também a coagulopatia.

Por fim, é importante ressaltar que ¢ necessaria a identificacdo de compostos com
atividade antitumoral, mas também a elucidacdo do mecanismo de acdo das toxinas que
possuem essa atividade (CALDERON et al., 2014). Sabe-se que a citotoxicidade das toxinas
derivadas de peconhas das serpentes estd relacionada a alteragdes no metabolismo celular,
com efeito mais significativo nas células tumorais em comparacdo com células normais. Os
mecanismos de ac¢do dessas alteragdes incluem: aumento do influxo de Ca’, indugdo da
liberacao do citocromo C; aumento ou diminui¢do da expressao de proteinas que controlam o
ciclo celular; inibicao da sintese de acidos nucleicos; alteragdo na membrana celular; inibigao
da metastatizagao induzida pela trombina; indu¢do da apoptose de células cancerosas; geracao

de radicais livres, entre outros (VYAS et al., 2013; CALDERON et al., 2014).
6. CONCLUSAO

Os ensaios para a producdo da serinoprotease recombinante de B. pauloensis (rBpSP-II)
mostraram que apesar do baixo rendimento apos os dois passos cromatograficos, foi possivel
testar sua acao antitumoral sobre algumas linhagens celulares. Dessa forma, este trabalho abre
perspectivas para novos estudos com finalidade de elucidar o mecanismo de agdo destas

proteases frente as células tumorais.
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