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Aos dezenove dias do més de julho de dois mil e dezenove, as 14:00 horas no Anfiteatro 4K, Campus
Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia, reuniu-se a Banca Examinadora, designada pelo
Colegiado do Programa de Pds-graduacdo em Genética e Bioquimica, assim composta: Prof2. Dr2. Daiana
Silva Lopes, Prof2. Dr2. Fernanda Gobbi Amorim, Prof2. Dr2. Vivian Alonso Goulart, Prof2. Dr2. Renata
Santos Rodrigues e Prof2. Dr2. Veridiana de Melo Rodrigues Avila, orientador (a) do (a) candidato (a) e
demais convidados presentes conforme lista de presenca. Iniciando os trabalhos o (a) presidente da
mesa, a Prof2. Dr2. Veridiana de Melo Rodrigues Avila, apresentou a Comissio Examinadora e o (a)
candidato (a), agradeceu a presenca do publico, e concedeu o (a) Discente a palavra para a exposi¢do do
seu trabalho. A duracdo da apresentacdo do (a) Discente e o tempo de arguicdo e resposta foram
conforme as normas do Programa de Pds-graduacao em Genética e Bioquimica. A seguir o (a) senhor (a)
presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente, aos examinadores, que passaram a arguir o
(a) candidato (a). Ultimada a arguicdo, que se desenvolveu dentro dos termos regimentais, a Banca, em
sessdo secreta, atribuiu os conceitos finais. Em face do resultado obtido, a Banca Examinadora
considerou o (a) candidato (a): APROVADA. Esta defesa de Tese de Doutorado é parte dos requisitos
necessarios a obtenc¢ado do titulo de Doutor. O competente diploma serd expedido apds cumprimento dos
demais requisitos, conforme as normas do Programa, a legislacdo pertinente e a regulamentacao interna
da UFU. Nada mais havendo a tratar foram encerrados os trabalhos. Foi lavrada a presente ata que apds
lida e achada conforme foi assinada pela Banca Examinadora.
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AA Acido araquidonico

Asp49-PLA2 Fosfolipases A2 cataliticas que possuem um residuo de 4cido aspartico na
posi¢do 49

bFGF Fator de crescimento basico de fibroblasto

BthTX-II Bothropstoxina Il de Bothrops jararacussu

CDI carcinoma ductal invasivo

CKS citoqueratinas

EGFR receptor do fator de crescimento epidérmico

EORTC European Organisation for Research and Treatment of Cancer
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HER?2 receptor do fator 2 de crescimento epidermal humano
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NIH National Institutes of Health

OMS Organiza¢do Mundial da Satde

PBS Tampao fosfato-salino

PBST Tampao fosfato salino com Tween-20

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

PECAM-1 Molécula de adesao celular endotelial plaquetaria
PLA: Fosfolipase A

RE Receptores de estrogeno

RH Receptor hormonal

RP Receptor progesterona
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RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction

TGFbeta Fator de transformacao do crescimento

TNBC Triple negative breast cancer (Cancer de mama triplo negativo)
TWIST Fator basico de transcri¢ao codificado em humano pelo gene TWIST1
VEGFR Receptor do fator de crescimento endotelial vascular

WHO World Health Organization (Organiza¢gdo mundial da satde)
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Abstract

Phospholipases A2 represent an enzyme superfamily widely distributed in living
organisms, with a broad spectrum of pharmacological activities and therapeutic potential.
In this context, the present paper reports firsthand the antitumor, antimetastatic and
antiangiogenic effects of BthTX-II, a PLA2 Asp49 isolated from Bothrops jararacussu
venom, on breast cancer strains. BthTX-II induced cell death by modulating different
genes of the intrinsic (BAD, BAX, BCL2 and BCL2L1) and extrinsic (TNF, TNFRS10B,
TNFRSF1A and Caspase 8) signaling pathways. PLA2 also inhibited cell proliferation,
adhesion, migration, cell invasion and 3D growth in matrigel, reducing the aggressiveness
of metastatic breast cancer cells by negatively modulating the BRCA1 and BRCA2 tumor
suppression genes, as well as the proangiogenic factor. ANGPTI1. In addition, BthTX-II
reduced the expression of vimentin, TWIST1, CK-5 and was able to increase the protein
expression of E-cadherin and its gene (CDH-1), leading the metastatic breast cancer cell
to assume a characteristic epithelial phenotype with less invasive properties. Interestingly,
BthTX-II inhibited human endothelial cell adhesion, invasion and migration and blocked
angiogenesis by decreasing the formation of new vessels in HUVEC cells (in vitro) and
the formation of cell extensions in an ex vivo aortic fragment model, as well as reducing
production of endothelial growth factor (VEGF). In addition, it demonstrated action on
growth in co-culture, whose action was the reduction of tumor mass in vivo in the
membrane assay (CAM) in chicken embryos. Taken together, the results show that
BthTX-II has significant antitumor and antiangiogenic activity, enabling its use as a
potential prototype for the development of antitumor drugs in triple negative breast cancer
therapy.

Keywords: BthTX-II, Breast Cancer, Angiogenesis, PLA2-Asp-49, EMT
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Resumo

As fosfolipases A, representam uma superfamilia de enzimas amplamente
distribuida nos organismos vivos, com um amplo espectro de atividades farmacologicas
e potencial terapéutico. Nesse contexto, o presente trabalho relata em primeira mao os
efeitos antitumorais, antimetastaticos e antiangiogénicos da BthTX-II, uma PLA, Asp49
isolada da peconha de Bothrops jararacussu, sobre linhagens de cancer de mama. A
BthTX-II induziu morte celular através da modulagdo de diferentes genes das vias de
sinalizacdo intrinseca (BAD, BAX, BCL2 e BCL2LI) e extrinseca (TNF, TNFRSI10B,
TNFRSFIA e Caspase 8) da apoptose. A PLA> também inibiu a proliferagao celular,
adesdo, migracdo, invasdo celular e crescimento 3D em matrigel, reduzindo a
agressividade das cé€lulas cancer de mama metastatico, através da modulagdo negativa
dos genes de supressdao tumoral BRCAI e BRCA2, bem como do fator pro-angiogénico
ANGPTI. Além disso, a BthTX-II reduziu a expressao de vimentina, TWIST1, CK-5 e foi
capaz aumentar a expressao proteica de E-caderina e também do seu gene (CDH-1),
levando a célula cancer de mama metastatico a assumir um fenotipo caracteristico
epitelial, com propriedades menos invasivas. Interessantemente, a BthTX-II inibiu a
adesdo, invasdo e migragao de células endoteliais humanas e bloqueou a angiogénese por
diminuir a formac¢do de novos vasos em células HUVEC (in vitro) e formagao de
prolongamentos celulares em modelo ex vivo de fragmento de aorta, além de reduzir a
produgdo de fator de crescimento endotelial (VEGF). Em adicdo demonstrou ag¢ao sobre
crescimento em co-cultura, cuja acdo foi a reducao da massa tumoral in vivo no ensaio de
membrana (CAM) em embrides de galinhas. Analisados em conjunto, os resultados
demonstram que a BthTX-II apresenta significante atividade antitumoral e
antiangiogénica, possibilitando o seu uso como um protétipo potencial para o
desenvolvimento de farmacos antitumorais na terapia contra o cancer de mama triplo

negativo.

Palavras chaves: BthTX-II, Cancer de Mama, Angiogénese, PLA2-Asp-49, Fosfolipase

A2, EMT
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1. Introduciao

1.1. Histéria do cancer

A historia do cancer apresenta registros milenares que datam de aproximandamente
2.500 anos, apesar de ser uma doenca predominantemente associada aos tempos
modernos. Em todas as regides do mundo, registros mais antigos compartilham sempre a
mesma informagao de se tratar de uma doenga predominantemente incuravel (Saito, 2016;
Teixeira et al., 2007).

Durante muito tempo quase nada se sabia sobre essa doenca, € era praticamente nula
a capacidade dos médicos em diagnosticar, evitar o sofrimento e as mortes que ela
acarretava. No entanto, o cancer era pouco percebido na sociedade, e a existéncia desses
registros e fatos que foram se perdendo devido as diferentes epidemias e pandemias
causadas por agentes infecciosos que dominavam o antigo mundo sendo responsaveis por
dizimar inumeras cidades, vilas ou povoados, numa época em que os antibioticos nao
eram ainda conhecidos (Teixeira et al., 2007).

Os registros feitos por Egipcios, Persas e Indianos, no século 30 antes de Cristo, ja
relatavam sobre a histéria de tumores malignos que infringiam um rol de mazelas,
sofrimento e morte. Entretanto, s6 com os estudos da escola hipocratica grega, datados
do século IV a. C., ¢ que a doencga foi mais bem definida e caracterizada como um tumor
duro que, muitas vezes, reaparecia tempos depois de ser extraido, ou que se alastrava para
diversas partes do corpo levando a morte, sendo denominado de “carcicoma ou cirro”. Os
estudiosos hipocraticos viam essa doenca como um desequilibrio dos fluidos que
compunham o organismo e essa no¢do manteve-se presente na medicina ocidental até o
século XVII, sendo que, a partir do século XV, a descoberta do sistema linfatico fez com
que a doenca fosse relacionada ao desequilibrio da linfa nos organismos, e apenas no

século XIX, com o desenvolvimento da teoria celular, a partir dos trabalhos de Virchow
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(1821-1902), finalmente possibilitou a vinculacdao da doenga as células e a seu processo

de divisao (Gomes, 2014; Saito, 2016; Teixeira et al., 2007).

1.2. Cancer: Biologia dos Tumores

1.1.1. Aspectos Epidemiolégicos e carcinogénicos

O céancer ¢ considerado como um problema de satide publica devido a alta
incidéncia, prevaléncia, mortalidade e principalmente aos elevados custos hospitalares
durante o tratamento. Segundo estimativas publicadas pela Agéncia Internacional de
Pesquisa com Cancer (GLOBOCAN), dados mundiais de setembro de 2018 sugerem um
aumento expressivo na carga global de cancer, foram registrados 18,1 milhdes de casos,
sendo que destes casos, 9,5 milhdes foram diagnosticados em homens e 8,5 milhdes em
mulheres, acarretando em 9,6 milhdes de mortes por cancer, contra os 6 milhdes
registrados no ano de 2016. A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer-IARC
(Globocan, 2019), estima que um em cada cinco homens e uma a cada seis mulheres em
todo o mundo desenvolvam cancer ao longo de sua vida, € que um a cada oito homens e
uma a cada onze mulheres morrerao dessa doenga (Bray F, 2018).

Com a melhora do saneamento bdsico nas cidades, politicas publicas de
prevengdo, a expectativa de vida das pessoas aumentou além dos 75 anos de idade nos
dias atuais, principalmente nos paises mais desenvolvidos. Somando o aumento da
longevidade a outros fatores, como obesidade, tabagismo, produtos quimicos, fisicos,
alteragdes genéticas e fenotipicas, estima-se que a incidéncia de cancer continue em
ascensao, como demonstra a curva de crescimento durante o periodo de 1999 a 2016
apresentada na Figura 1 (Teixeira et al., 2007, Library, 2015; Saito, 2016; Ritchie, 2018;

Who, 2018; Globocan, 2019).
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Niumero de pessoas com cancer por idade no mundo.

Nimerode pessoas com céncer, diferenciado poridade, mensurado em todos tipos de cancer
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Source: IHME. Global Burden of Disease ccey

FIGURA 1: NUMERO TOTAL DE PESSOAS COM CANCER. Classificagdo por idade
em todo o mundo, nos ultimos 30 anos. Retirado de ourworldindata.org/cancer

FONTE: traduzido (RITCHIE, 2018).

O corpo humano funciona como se fosse uma sociedade, na qual as células sao
consideradas integrantes principais que se reproduzem através de divisdes celulares e
organizam-se em conjuntos (tecidos) que colaboram entre si. Assim, para coordenarem
este comportamento as células enviam, recebem e interpretam um conjunto sofisticado
de sinais. Cada célula comporta-se de uma maneira, podendo se dividir, diferenciar ou
morrer. Qualquer alteracdo molecular que perturbe este comportamento harmonioso pode
resultar em problemas para o organismo. Neste contexto, as células cancerosas violam as
regras mais basicas de comportamento pelo qual os organismos sdo construidos e
mantidos (Alberts, 2010; Bianconi et al., 2013).

O surgimento do cancer (Tumorigénese) ¢ um processo de multiplos passos que
ocorrem mediante mudancgas genéticas discretas que transformam as células normais em

células malignas. O DNA cujas moléculas contém as instrugdes genéticas de todas as
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células possuem genes com capacidade de controlar o crescimento e a divisao das células,
sendo os genes que promovem essa divisdo celular chamados de oncogenes, e os genes
que retardam a divisdo celular ou levam as células a morte no momento certo de genes
supressores do tumor, dentre eles, os mais importantes BRCAI e 2 P53, ATM, CHEK-2
e PTEN (Hanahan e Weinberg, 2000).

Existem mais de 200 tipos diferentes de canceres e essa doenca pode ter origem
em qualquer 6rgdo do corpo. Os tumores sdo classificados de acordo com o tecido ou tipo
celular ao qual foi derivado como o tecido epitelial, tecido conjuntivo, glandular ou tecido
muscular. Tumores originados de células epiteliais sdo considerados os mais comuns
entre os seres humanos, sendo denominados de carcinoma. Quando derivados do tecido
conectivo ou muscular sdo chamados de sarcoma, além dos tipos cancerigenos, linfomas
e leucemias, que se desenvolvem a partir de células da linhagem branca ou precursores
(células hematopoiético), e também os canceres do Sistema Nervoso Central e Medula
Espinhal (Inca, 2014).

As células cancerigenas apresentam propriedades diferenciadas em relagdo as
células normais, entre elas encontram-se a capacidade anormal de divisdo celular,
sustentagdo de sinalizacao proliferativa, evasao da agdo de supressores de crescimento
tumoral, resisténcia a morte celular, a angiogénese, invasao, progressao tumoral e por
fim, a metéstase tumoral (Hanahan e Weinberg, 2000; 2011). A figura 2 descreve os seis
principais marcadores tumorais conhecidos também como Marcadores do Cancer

(Hallmarks of cancer).
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Autossuficiéncia em
sinais estimuladores de

crescimento.

Insensibilidade para
fatores que inibem o
crescimento.

Biogueio dos mecanismos
naturais de morte celular.

Estimulo ao Invasdo de oulros tecidos
desenvolvimento de novos e capacidade de fazer
vasos sanguineos metastases.

FIGURA 2: Principais caracteristicas que diferem uma célula com cancer de uma célula normal.
FONTE: Adaptado de HANAHAN E WEINBERG (2000), “THE HALLMARKS OF
CANCER”;

Como tultimo passo dessa progressao tumoral, a metastase é um processo de
disseminag¢do do tumor inicial por meio de varias etapas. As células tumorais se
disseminam de seu sitio primario, formam tumores secundarios em um local distante
oriundos das etapas de invasdo local, intravasamento, transporte, extravasamento e
colonizagdo. Além disso, existe um processo denominado transi¢ao epitelial-
mesenquimal (EMT) que demostrou desempenhar um papel critico na promogao de
metastase em carcinoma derivado de epitélio (Kalluri e Neilson, 2003; Lee et al., 2006;

Sarrio et al., 2008; Rajabi e Mousa, 2017).
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1.3. Células epiteliais, endoteliais e mesenquimais

O tecido epitelial se caracteriza pela presenca de células justapostas com pouca
matriz extracelular entre eles. Apresenta fungdes de revestimento de superficies, absor¢ao
de moléculas, percepgao de estimulos, contracdo e secre¢do. Para que essas fungdes sejam
exercidas sd3o necessarios a presenca das laminas e membranas basais que fazem a
conecg¢do com o tecido conjuntivo que se encontra subjacente, dessa maneira um dos
lados estd sempre aderido ao tecido conjuntivo, denominado de polo basal e o outro
encontra-se livre, polo apical. Dessa forma, o epitélio que reveste os vasos sanguineos e
linfaticos forma o epitélio pavimentoso simples, denominado também de endotélio. O
endotélio caracteriza-se por ser avascular e obtém nutrientes necessarios a partir dos vasos
sanguineos presentes na camada de tecido conjuntivo (Junqueira, 2017).

Do ponto de vista fisioldgico, o endotélio, exerce controle sobre o trafego de
moléculas pois atua como uma membrana semipermedvel na sintese e metabolismo de
diversas substancias, tendo como mais importante o papel na regulagao do fluxo
sanguineo, resisténcia vascular e na modulacao de respostas imunolégicas e inflamatodrias
(Carvalho Mhc, 2001; Junqueira, 2017).

As células epiteliais e endoteliais estdo organizadas em camadas e aderidas umas
as outras, formando folhas polarizadas ou camadas de células que sdo conectadas por
meio de jungdes comunicantes (jungdes gap), jungdes intercalares, jungdes de aderéncia,
juncdes de oclusdo, os desmossomos ¢ hemidesmossomos se conectam ainda mais com
os filamentos intermediarios da citoqueratina, especificos para o epitélio. Essas jungdes
estabelecem comunicagdes extracelulares entre células adjacentes e os diferentes
elementos do citoesqueleto, de forma a manter a homeostase regulando assim a
integridade estrutural dos tecidos, difusdo de ions, solutos, proliferacao celular e migragcao

(Medici e Kalluri, 2012; Garcia et al., 2018; Kim et al., 2019).
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As células epiteliais sdo conhecidas por expressarem marcadores especificos como
E-caderina, ocludinas, claudinas e citoqueratinas. Enquanto que as endoteliais expressam
receptor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR), VE-caderina (CD144),
molécula de adesdo celular endotelial plaquetaria (PECAM/CD31), ambos apresentam
morfologia poliédrica (Kalluri e Zeisberg, 2006; Medici e Kalluri, 2012).

Diferente das células epiteliais e endoteliais as células mesenquimais apresentam
morfologia fibroblastdoide com forma alongada, incorporam-se dentro da matriz
extracelular (ECM) e raramente estabelecem contato estreito com as células vizinhas, o
que contribui com sua capacidade migratoria. Sua identificagdo ¢ baseada na expressao
de um conjunto de marcadores como Vimentina, colageno tipo 1, N-caderina,
Fibronectina, FPS-1 (fibroblast specific protein 1 ou S10044) (Saito et al., 2013; Tsai e

Yang, 2013).

1.1.2. Transic¢io epitélio-mesenquimal (EMT) no Cancer

Em 1982 foi demonstrado pela primeira vez por Elizabeth Hay o termo transigao
epitélio-mesenquimal do inglés (Epithelial-mesenquimal transition), o qual refere-se a
capacidade das células epiteliais adquirirem caracteristicas mesenquimais (Greenburg e
Hay, 1982). Durante esse processo, as cé€lulas epiteliais perdem a polaridade celular,
regulam negativamente as citoqueratinas e moléculas de adesdo como E-caderina e
integrinas epiteliais, passam a adquirir fenotipo mesenquimal, com formacao remodelada
do citoesqueleto de actina, através das fibras de stress e protrusdes contrateis, enfatizado
pelo aumento da capacidade migratéria e invasiva, demonstrando assim, resisténcia a
apoptose e aumento na producdo de componentes da matriz extracelular como

metaloproteases de matriz (MMPs) que degradam a membrana basal permitindo a invasao
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do estroma adjacente como representado pela figura 3 (Hay, 1995; 2005; Kalluri e

Weinberg, 2009; Thiery ef al., 2009; Lamouille et al., 2014; Kim et al., 2016).

Fenotipo intermediario Fenétipo mesenquimal
Células em transicao

Fendtipo epitelial

Células epiteliais P Células mesenquimais
Perda progressiva de marcadores
epiteliais e aquisi¢do de marcadores
mesenquimais

FIGURA 3: Transicao epitélio-mesénquima (EMT) e plasticidade das células epiteliais.
Durante a (EMT) as células perdem sua polaridade apico-basal, devido a perda das jungdes
ocludentes permite a mistura das proteinas de membrana, mediadores de e-caderina e
integrinas epiteliais em vermelho sdo perdidas e substituidas por jun¢des mesenquimais
como N-caderina.

FONTE: adaptado e modificado de Micalizzi, 2010.

Nas ultimas décadas, diversos estudos demonstraram fortes evidéncias no
programa de desenvolvimento da EMT durante progressao, invasao e metastase do cancer
sendo também chamado de EMT tipo 3 (EMT 3), para diferencia-lo do tipo 1 que ocorre
durante a embriogénese (EMT1) e regeneragdo tecidual tipo 2 (EMT2), eles possuem
caracteristicas semelhantes entre si, além de conferir caracteristicas de células-tronco,
contribuir para quimiorresisténcia € mau progndstico (Mani et al., 2008; Felipe Lima et
al., 2016). Portanto acredita-se que a EMT seja critica para a embriogénese, para o
desenvolvimento de 6rgdos, além de estar relacionada a diversos processos patoldgicos,

incluindo fibrose e progressdao do cancer (Kalluri e Weinberg, 2009; Thiery et al., 2009).

26



Diversos estudos tém demonstrado que os fatores de transcri¢do como SNAIL,
SLUNG, TWIST, FOXC2, KLFS8, TCF3 apresentam papel critico durante a EMT. A
ativacao desses fatores leva a inibi¢do do gene da E-caderina resultando em perda das
jungdes célula-célula, além do aumento da capacidade migratoria e consequentemente
invasiva do tumor (Yang et al., 2004; Nieto, 2011; Wendt et al., 2011) (Figura 3).

A expressdo elevada do TWIST no carcinoma lobular invasivo diminuiu os niveis
de E-caderina induzindo a perda de adesdo célula-célula, além de ativar marcadores
mesenquimais e induzir motilidade celular. Em adi¢do, a expressdo elevada de ZEBI,
ZEB2 e SNAIL, produz o feno6tipo mesenquimal nas células cancerigenas, o qual estd
associado ao aumento da expressdo de marcadores mesenquimais como vimentina e
integrinas especificas, bem como a aquisicdo de uma morfologia fibroblastéide com
ganho de propriedades invasivas e migratdrias (Karreth, 2004; Yang et al., 2004; Wendt
et al., 2011). Esses mesmos marcadores também possuem participagdo na EndMT
(Medici e Kalluri, 2012).

O TGF-f desempenha um papel de extrema importancia no processo de EMT no
cancer e embriogénese. A sinalizagdo via TGF-f pode alterar a formagdo de jungdes
estreitas no epitélio mamario e induzir a sinalizagdo em varias vias de sinalizagdo
embrionarias, incluindo as vias Wnt, Notch e Hh. Durante a EMT, a ativacao de SNAII e
SNAI2 / SLUNG esta associada a via de sinalizagdo do 7GF-§ com objetivo de iniciar o
crescimento tumoral e metéastase de forma a inibir ou suprimir a transcri¢ao de E-caderina,

ocludina e claudina (Quadro 1) (Kelleher et al., 2006; Takebe et al., 2011).
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Células epiteliais Células mesenquimais

Marcadores Caracteristicas Marcadores Caracteristicas
moleculares celulares moleculares celulares
E-caderina Adesao intercelular N-caderina Alta mobilidade
Citoqueratinas Imobilidade Vimentina Invasivas
Z0-1 N&o-invasivas NCAM Vivem sem adesao

Resisténcia ao

Ocludina Anoikis Snail = et
fendmeno anoikis

Desmoplaquina Polarizadas Twist N&o polarizadas

QUADRO 1: Diferengas moleculares e celulares entre células epiteliais ¢ mesenquimais. SNAIL,
TWIST, VIMENTINA, dirigem células epiteliais ndo moveis para adquirir fendtipos mais invasivos,
e as cé€lulas cancerigenas podem se translocar para novos locais e com certas caracteristicas que
permitam o inicio do crescimento metastatico.

FONTE: (modificado TAKEBE E WARREN 2011).

A EMT possui outra forma extremamente importante e especializada que esta
intimamente relacionada aos processos fisioldgicos e patologicos no cancer, denominada
transicdo endotélio-mesenquimal (EndMT). A EndMT ¢ caracterizada pela presenga de
células endoteliais (CE’s) que se originam do mesoderma esplanico do embrido e
posteriormente se diferenciam em estruturas vasculares nos diferentes 6rgaos e tecidos.
Os vasos formados podem especializar-se em veias, artérias e capilares apresentando
estrutura e fungdes diferentes, sendo a principal delas a fungao de revestimento da parede
dos vasos (Fidler e Ellis, 2004). Além da fun¢do de revestimento, as células endoteliais
exibem a capacidade e plasticidade de transitar para o fendtipo mesenquimal, nesse
mecanismo as CE’s perdem as jungdes cé€lula-célula alterando a organizagdo e
composi¢ao do citoesqueleto, alterando a morfologia celular para o formato fusiforme.
Durante a transicao, as CE’s perdem a expressdao dos marcadores endoteliais especificos
VE-caderina e CD31 e passam a expressar marcadores mesenquimais, vimentina,

fibronectina, colagenol, N-caderina, com propriedades invasivas e migratérias
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possibilitando que tecidos circundantes sejam acometidos. A EndMT ¢ um importane
processo de migra¢cdo do endotélio e formagao de novos vasos no cancer (Inagaki et al.,

2008; Medici e Kalluri, 2012).

1.4. Angiogénese e Metastase tumoral

A angiogénese e vasculogénese sdo definidos como um processo de formagao de
novas estruturas vasculares de vasos sanguineos ja existentes e que estdo envolvidos
durante o desenvolvimento, formag¢do de 6rgdos, regeneragdo tecidual, processos de
reparo como a cicatrizagdo de feridas. Esse processo também esta interligado com as
alteragdes patologicas, incluindo crescimento tumoral e metastase, que estdo envolvidas
diversas etapas como a ativacao endotelial, ruptura da membrana basal, invasdo da matriz
extracelular por brotamentos endoteliais para que se desenvolvam a partir dos vasos pré-
existentes ¢ por fim o remodelamento completo do novo vaso (Folkman, 1995; Risau,
1997; Pepper et al., 1998; Fidler e Ellis, 2004).

A propagacdo do cancer depende de multiplas interagdes ("crosstalk") entre as
células tumorais com os mecanismos homeostaticos. Além disso, as células tumorais
podem usurpar os mecanismos de indu¢do e manutencao da vasculatura e produzirem e
excretarem fatores pro-angiogénicos como VEGF (Fator de Crescimento Endotelial
Vascular), bFGF (Fator de Crescimento de Fibroblasto Basico) e angiopoietinas que
atuam na indugdo da proliferagdo, migragdo e diferenciagdo dos novos capilares
(neoangiogénese). A vascularizagao do tumor que permite a continuidade de suprimento
de oxigénio e nutrientes as células cancerosas, bem como cria uma via de escape para
formarem metastase (Papetti e Herman, 2002; Fidler e Ellis, 2004; Weis e Cheresh, 2011).

A angiogénese tumoral forma vasos heterogéneos em diametro e frageis; além de

ramificacdes com extremidades que estdo mortas. Essas anormalidades resultam em um
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balanco anormal de moléculas sinalizadoras, suprimento inadequado de sangue para o
tumor, levando a hipoxia nas regides afetadas. As células ndo podem sobreviver se nao
tiverem suprimentos adequados de oxigénio e nutrientes ou se forem incapazes de
eliminar moléculas toxicas. A hipoxia por sua vez, seleciona células cancerosas mutantes,
que se adaptaram melhor ao ambiente indspito a que foi submetido resultando em células
metastaticas com maior poder de malignidade. Por esta razdo, existe correlagdo entre
angiogénese e malignidade. Quanto maior a angiogé€nese, maior ¢ a capacidade
metastatica tumoral e com maior velocidade a progressao do cancer (Fidler e Ellis, 2004;

Filho, 2006; Alberts, 2010; Weis e Cheresh, 2011).

O termo "metastase" foi criado em 1829 por Jean Claude Recamier ao caracterizar
e descrever um tumor maligno que tempos depois fora encontrado em outro lugar
(Anthelme, 1829). Apo6s mais de 100 anos de estudo sobre a metdstase s recentemente
foi descoberto os mecanismos pelos quais 0s tumores primarios se tornam metastaticos e
as razdes sobre a predilecdo dos mesmos para drgdos especificos, sendo entdo definidos
como o passo de maior impacto na progressao do cancer.

As células ndo malignas ndo sdo capazes de entrar em processo metastatico, ja que
em condicdes de estado estacionario, elas somente proliferam conforme a necessidade de
substitui¢do a medida que envelhecem ou se lesionam. No entanto, isso pode ser alterado
e resultar em proliferacdo descontrolada e na formagao de um tumor, que a principio pode
ser caracterizado como benigno ou maligno. Os tumores benignos sdo geralmente de
crescimento lento, encapsulados em uma céapsula fibrosa, ndo invasivos e sdo
morfologicamente parecidos com seu precursor celular. Se um tumor benigno nao estiver
proximo de um tecido vascular ou neural, o diagndstico e o tratamento imediatos resultam
em cura. Em contrapartida, os tumores malignos raramente encapsulam, crescem em uma

velocidade excepcional, além de invadir tecidos regionais e com anormalidades
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morfologicas, de tal forma que seu tecido de origem pode ser irreconhecivel (Chambers
et al., 2002; Weigelt et al., 2003; Talmadge e Fidler, 2010).

Do ponto de vista molecular sabe-se que cada célula possui uma série de genes
(unidade bioldgica da hereditariedade, que se auto-reproduz e ¢ transmitida para outras
geracdes) que controlam as func¢des de crescimento e divisdo celular. Os genes cujas
alteracdes produzem ou contribuem para o aparecimento do cancer sdo denominados
oncogenes (do grego onkos= tumor), e o homodlogo celular normal constitui o proto-
oncogene. Embora, a base genética da tumorigénese possa variar segundo os diferentes
tipos de cancer, os passos celulares e moleculares requeridos para a metastase sdo
geralmente similares para todas as células tumorais (Strancar et al., 2010).

A capacidade metastatica ¢ adquirida tardiamente na tumorigénese sendo
considerado um processo ndo aleatorio e altamente seletivo, além de ser responsavel por
aumentar a malignidade do tumor, e consequentemente ser responsavel pelos altos indices
de mortalidade, Para que a metastase se desenvolva sdo necessarios multiplos processos
celulares que se tornam essenciais para seu desenvolvimento, dentre eles: a degradagao
da matriz extracelular (ECM), a transi¢do epitelial-mesenquimal (EMT), a angiogénese
tumoral, o desenvolvimento de um microambiente tumoral inflamatorio e a disfungao da
maquinaria programada de morte celular. E importante citar que a disseminacio do tumor
para orgdos distantes € geralmente considerado letal (Chambers et al., 2002; Fidler, 2003;
Gupta et al., 2004; Talmadge e Fidler, 2010; Su et al., 2015).

A plasticidade das células tumorais ¢ demonstrada pela capacidade que possuem
em adotar uma variedade de fenotipos, incluindo o fendtipo endotelial (Strancar ef al.,
2010). Visto isso, as cé¢lulas tumorais precisam de algumas mudangas genéticas e
fenotipicas para adquirirem essa capacidade metastatica. Primeiramente, durante a

invasdo celular as células precisam ultrapassar o epitélio normal, considerado uma
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barreira intrinseca para a invasdo, durante esse processo, ocorrem mudancas na
preferéncia adesiva das células, ou seja, das células epiteliais para os fibroblastos e células
endoteliais que determinam suas interagdes reciprocas com a MEC e as células estromais
vizinhas. A maioria das moléculas de adesdo celular (CAMs) pertencem as familias das
integrinas, a superfamilia de imunoglobulinas e as caderinas (Cavallaro e Christofori,

2004; Gupta e Massague, 2006; Hanahan e Weinberg, 2011).

Em seguida, o Mecanismo de Transi¢ao Epitélio Mesenquimal (EMT), ¢ ativado,
e as modificagdes estdo agrupadas sobre o termo EMT, permitindo que as células migrem
localmente e degradem a lamina basal e o estroma peritumoral. As células expressam
alteragdes na morfologia com caracteristicas fibroblasticas e expressam alteracdes
fenotipicas associada a uma diminuicdo da expressdo da E-caderina, permitindo que as
células individualizem e aumentem a expressao da fibronectina, vimentina ou N-caderina,
além da sua invasividade (Strancar et al., 2010; Coussy et al., 2019). Ultimamente tem se
mostrado importante alvo para estudos terapéuticos, sendo controlado por fatores de
transcricdo que respondem aos estimulos como do TFGf (Fator de Transformacdo do
Crescimento beta) EGF (Fator de crescimento epidermal), FGF (Fator de crescimento
fibroblastéide) e PDGF (Fator de crescimento derivado de plaquetas humanas), libertado
mais frequentemente pelas células estromais. Sendo importante salientar que a maioria
dos canais de sinalizacdo ativados convergem para a indugdo de repressores
transcricionais da E-caderina como os repressores Snail, Slug, Zebl, Zeb2 e Twist (Yang
et al., 2004; Klaus e Birchmeier, 2008; De Cock et al., 2016; Coussy et al., 2019).

As células alcangam o sistema sanguineo, escapam da vigilancia imune; e podem
se alojar em um novo 6rgao. Com isso, as células adquirem novas propriedades adesivas
na matriz extracelular, pela expressao de um novo diretorio de integrinas. A invasdo €

entdo facilitada pelo sistema proteolitico das células EMT, em particular pelas
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metaloproteases da matriz (MMP1 e MMP9, Metaloproteinases de matriz le 9) que ao
degradar as proteinas da membrana basal e da matriz extracelular auxiliam no processo
de invasdo (Rolli et al., 2003; Guo e Giancotti, 2004; Seguin et al., 2015; Coussy et al.,

2019)

1.5. Resisténcia aos principais processos de morte celular pelas células tumorais

1.1.3. Apoptose e Necrose

O equilibrio natural da homeostase tecidual ¢ dependente de diferentes fatores que
atuam na regulacdo da proliferagdo, na diferenciacdo celular, indugdo da morte celular
programada e através da capacidade de sobrevivéncia. O processo de morte celular
programada, ou apoptose, ¢ geralmente caracterizado pelas caracteristicas morfologicas
distintas e pelos mecanismos bioquimicos dependentes de energia. Sendo assim, a
apoptose ¢ considerada um componente vital de varios processos, dentre eles pode-se
considerar a apoptose, necrose e senescéncia celular, salientando que, qualquer mutagao
que ocorra neste processo pode acarretar na formagdo do tumor (Kerr et al, 1972)

A apoptose desde 1972 tem sido descrita e considerada como uma morte celular
pré-programada geneticamente. Fla demanda um gasto energético para sua execugao,
sendo que pode ser desencadeada por fatores, como o estresse oxidativo, lesdes no DNA,
citotoxicidade, dentre outros (Frame et al., 2016). No entanto, ¢ importante notar que
outras formas de morte celular programada sdo descritas e que ao final do processo de
apoptose os restos celulares sdo fagocitados por macrofagos, e neste caso nao ha
extravasamento celular, logo o dano tecidual ndo ocorre (Formigli et al., 2000; Elmore,
2007).

O processo apoptoético celular pode ocorrer por duas vias, via extrinseca e via

intrinseca. Esse processo ¢ desencadeado por receptores transmembranares como o
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TNFR-1 ou Fas que possuem um dominio denominado, Dominio de morte, ou DD (Death
domain) o qual difunde o sinal pré-apoptdtico através da ativagdo pela via das caspases.
A ativagdo da Caspase-8 da origem a um complexo de sinalizagdo conhecido como
Complexo de Sinalizagdo para a Indugdo de Morte (DISC - Death-inducing signalling
complex) (Elmore, 2007; Ouyang et al., 2012).

A via Fas, desempenha um papel importante no sistema imunologico, contribuindo
para a citotoxicidade mediada por linfécitos T citotoxicos e regulacdo negativa das
respostas imunes. A ativacao da via Fas pelo seu ligante ou anticorpos agonistas induzem
o receptor Fas a expor seu dominio de interacdo proteina-proteina intracelular, também
conhecido como o dominio da morte (DISC), que transduz o sinal de morte Fas /APO-1.
O complexo DISC desencadeia a ativagdo de caspases efetoras (Caspase-3, 6 ¢ 7),
finalizando assim a ativac¢ao da apoptose celular (Chinnaiyan et al., 1997; Sanchez et al.,
1999; Nunes et al., 2014).

A via intrinseca ou via mitocondrial ¢ ativada por uma gama de estimulos ex6genos
e endogenos. Nela estdo inclusos danos no DNA, isquemia, estresse oxidativo, radiacao,
ativacao de oncogenes, hipoxia, dentre outros. Essas alteracdes t€ém propriedade de
modificar a permeabilidade da membrana mitocondrial externa, acarretando na perda do
potencial de membrana e com isso na interrupcdo da sintese de ATP. Had também
liberacdo de proteinas pré-apoptoticas e elevada producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS)(Oda et al., 2000; Oren, 2003; Loreto et al., 2014).

A via intrinseca, desempenha uma importante fun¢do no desenvolvimento e na
eliminacdo de células danificadas ja que ¢ influenciada por membros da familia bcl
ligados a membrana mitocondrial, incluindo Bax ¢ BCL-2, que atuam como proteinas
reguladoras pr6 ou antiapoptoticas, respectivamente. Na via intrinseca, a conseqii€éncia

funcional da sinalizagdo pro-apoptotica ¢ a perturbagdo da membrana mitocondrial e
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liberagdo do citocromo C no citoplasma, onde forma um complexo com o fator ativador
da protease apoptotica 1 (APAF1) e a forma inativa da caspase 9. Este complexo hidrolisa
adenosina trifosfato para clivar e ativar a caspase 9 que inicia e ativa as caspases
executoras 3, 6 e 7, resultando em apoptose celular. As proteinas antiapoptdticas BCL-2
e BCL-XL inibem a liberagao de citocromo C (Kuwana et al., 2005; Kim et al., 2006;
Galluzzi et al., 2012)

Uma alternativa & morte celular por apoptose ¢ a necrose, considerada um
processo toxico em que a célula se torna vitima passiva e segue para uma morte
independente de energia. Por isso, para iniciar o processo de necrose, o estoque de ATP
¢ exaurido pela PARP (enzima que participa do reparo do DNA), que determina a
mudanga de apoptose para necrose. Nesse processo morfologico, as células e organelas
incham, ocorre disfun¢do mitocondrial, permeabilizacio da membrana e liberagdo de
conteudo citoplasmatico para o microambiente, causando uma resposta inflamatdria sem

envolver fragmentacdo do DNA (Sanchez et al., 1999; Elmore, 2007; Nunes et al.,2014).

1.1.4. Autofagia

A autofagia ¢ uma palavra de origem grega cujo significado € (auto = eu e fagia
= comer) "auto-alimentacdo", esse termo foi utilizado pela primeira vez por Christian
de Duve em 1963 (Klionsky, 2008). Processo conhecido como mecanismo celular para
reciclar suas proprias organelas que ndo sao mais essenciais € que podem ser ativadas
pela falta de nutrientes e fatores de crescimento no microambiente extracelular
(Kroemer e Jaattela, 2005).

A autofagia ¢ uma das principais respostas das células aos estimulos externos
ou internos, especificamente macro-autofagia considerado um processo catabolico,

evolutivamente conservado, no qual os conteudos citoplasmaticos de uma célula sao
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sequestrados dos vactolos internos de membrana dupla, chamados de autofagossomos,
e posteriormente liberados no lisossomo para degradagdo. Esse processo também pode
funcionar como um mecanismo de sobrevivéncia das células, sendo que a0 mesmo
tempo, ¢ um processo comun observado em células que ja estdo mortas, levando a sua
classificagcdo como uma forma alternativa de morte celular programada. A contribuicdo
funcional da autofagia para a morte celular tem sido objeto de grande controvérsia. No
entanto, varios estudos tém demonstrado o papel da autofagia tanto na morte celular
quanto na sobrevivéncia (Debnath et al., 2005; Kroemer e Jaattela, 2005; Nunes et al.,
2014).

A maquinaria intracelular da autofagia ¢ composta por um complexo de
proteinas formado pela fosfatidilinositol-3-quinase de classe IIl (PI3K), também
conhecida como Vps34, e a proteina do dominio BH3 que interage com BCL-2, Beclin-
1 (BECNI). Ambas as proteinas sdo necessarias para a formacdo do autofagossomo.
Sendo que o autofagossomo é composto por uma vesicula derivada do lisossomo de
membrana dupla que cataboliza as particulas e organelas nao essenciais ou danificadas.
No contexto do cancer, a autofagia tem sido descrita por ter um papel ambiguo, pois
em associagdo com a apoptose, ela ¢ capaz de atuar como um supressor tumoral. Por
outro lado, defeitos no processo autofagico, em conjunto com apoptose anormal,
podem desencadear tumorigénese e resisténcia terapéutica (Goldsmith et al., 2014;

Kenific et al., 2016).

2. Cancer de Mama

O Cancer de mama ¢ a neoplasia mais frequente entre as mulheres desde o ano de
2012, e o impacto dessa doenga chega a atingir 2,1 milhdes de mulheres a cada ano, sendo

considerada a principal causa de dbito por cancer entre elas em todo o mundo. Em 2018,
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estimou-se que 627.000 mulheres morreram de cancer de mama, representando cerca de
15% de todas as mortes por cancer entre as mulheres no mundo (Ferlay et al., 2015; Who,
2015; 2018).

O cancer de mama ¢ considerado uma doenga heterogénea segundo suas
caracteristicas patologicas. Seu acompanhamento ¢ complexo devido a existéncia de
diversos grupos e subgrupos devido aos perfis de expressdo, resposta terapéutica e
comportamentos clinicos diferentes entre eles. Em contrapartida, o cdncer de mama s6
pode ser classificado como hereditario quando é caracterizado por mutacdes parentais
herdadas, e que estejam envolvidos oncogenes que atuam de forma direta ou indireta no
reparo do DNA como, por exemplo, os genes BCRAI, BCRA2, TP53, ATM e CHEkK?2
(Weigelt et al., 2005; Cheang et al., 2008; Cheang et al., 2009; Kennecke et al., 2010;
Bogdanova et al., 2013; Boyd, 2014; Kalia, 2015).

Nos tultimos 30 anos, a revolugdo do oncogene estimulou a pesquisa, revelando
que existem fenotipos cruciais, caracteristicos das células tumorais e que resultaram em
uma série de mutag¢des na qual se combinaram com objetivo de alterar as multiplas vias
de sinalizagdo. Além disso, dados de sequenciamento de alto rendimento sugerem que as
mutagoes que levam a tumorigénese sao ainda mais numerosas e heterogéneas do que se
pensava. Desvendando, existem milhares de mutacdes pontuais, translocagdes,
amplificacdes e delecdes que podem contribuir para o desenvolvimento do cancer, essas
descobertas permitiram estratificar o cancer de mama em trés principais grupos, baseados
nos marcadores celulares e com reflexo direto na terapia (Perou, C. M. et al., 2000; Boyd,

2014; Khaled e Bidet, 2019).

a) Receptores de estrogénio (RE) positivo ou Receptor de Progesterona (RP)

positivos;
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b) HER2 total positivo, com ou sem positividade para um dos receptores, sendo

estrogeno (RE) ou progesterona (RP);

¢) Cancer de mama Triplo negativo (TNBC) que sdo caracterizados pela auséncia

de positividade nos receptores de estrogeno, progesterona e amplificacdo do
gene HER2; (Perou, C. M. et al., 2000; Colditz et al., 2006; Sorlie et al., 2006;
Engebraaten et al., 2013).

Diante dessa dificil descoberta, em meados de 2001, foi adotada pela comunidade

médica-cientifica uma nova classificagdo, para o carcinoma mamario, € 0 mesmo foi

distribuido entre 5 principais e mais explorados subgrupos moleculares hoje conhecidos

(Perou, C. M. et al., 2000; Sotiriou et al., 2003).

Luminal A: (fenotipos RE e/ou RP positivo e HER2 negativo), sdo caracterizados
pela alta expressdo do receptor de estrogénio (ESRI) e de genes de células
epiteliais luminais, como as citoqueratinas luminais (CK 8 e 18). Estudos recentes
demonstram que esse subtipo, pode apresentar indice de KI-67 (proliferacao), em
torno de 14% das células neopldsicas com imunomarcacdo para anticorpos
especificos, baixa taxa de mutacao além de serem frequentemente diploides de
baixo grau. Este fenotipo esta associado a um melhor progndstico, por nao
apresentar expressao aumentada de HER2 (Perou, C. M. et al., 2000; Sotiriou et
al., 2003; Sorlie et al., 2006).

Luminal B: Exibem em sua maioria fendtipos RE e/ou RP positivos, e também
expressam em conjunto o gene HER?2. Este subgrupo foi caracterizado por baixa
ou moderada expressao de citoqueratinas (CK) 7, 8, 18 e 19 pelas células epiteliais
luminais. Este fenotipo possui pior prognostico em relagdo ao A, e apresenta um
maior numero do indice de proliferacdo dos genes MK167, (Ki-67) e CCNBI

sendo particularmente relacionado a recidiva tumoral e por apresentar possiveis
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similaridades com os tumores RE negativos (subtipo Superexpressao do HER?2 e
Basal). Provavelmente, este perfil esteja ligado a mutagdes genéticas (Sorlie et al.,
2006; Cheang et al., 2009; Voduc et al., 2010).

Superexpressdo de HER2: Os tumores que apresentam essa denominagdo,
possui elevada expressdo da oncoproteina HER2, porém apresenta negatividade
para receptores hormonais. Esse subgrupopela alta expressdo dos genes ERBB2,
GRB7, MED24 ¢ MED1 (Perou, Charles M. et al., 2000) e possui o segundo pior
progndstico (alta agressividade) em relagdo aos demais, entretanto, a utilizacao de
terapia alvo-especifica (trastuzumabe, pertuzumabe, lapatinibe), tem demonstrado
ser extremamente eficaz, tanto na forma adjuvante, quanto no contexto
metastatico. O Trastuzumabe ¢ um anticorpo monoclonal humanizado que existe
ha mais de 10 anos, cujo efeito estd na melhora das taxas de resposta, reduz a
progressao da doenca e melhora a sobrevida quando utilizado isoladamente ou
adicionado a quimioterapia em cancer de mama metastatico. O lapatinibe, inibidor
da tirosina quinase, atua inibindo ndo s6 o receptor do fator epidérmico HER2
como também o HERI1, sendo utilizado em pacientes que ndo apresentaram
eficacia com o traztuzumabe (Geyer ef al., 2006; Rakha et al., 2010; Wolff et al.,
2013).

Subtipo Basal: Exibem (fenétipos RE e RP negativo/HER2 negativo),
caracterizado pela expressdo de varios genes expressos nas células progenitoras
ou cé¢lulas basais/mioepiteliais. Segundo varios autores, este fenotipo mostra
positividade para CK5/6, receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR),
Anexina A8 (ANXAS), Caderina3 do tipo [ (CDH3), p63 e CK17 que sdo proteinas
expressas nas células basais/mioepiteliais. O perfil estd ligado a mutacdes

genéticas sendo um dos mais intrigantes subtipos tumorais, pois demonstra padrao
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progndstico mais reservado, associado a menor sobrevida livre da doenca e a
menor sobrevida global (Perou, Charles M. et al., 2000; Sorlie et al., 2001; Sorlie
et al., 2003; Sorlie et al., 2006).

Triplo Negativos (TN): Apesar desses tumores serem definidos como um grupo
distinto entre os subgrupos do cancer de mama, eles sdo conhecidos por nao
apresentarem RE, RP ou outros genes epiteliais ou luminais, negativos para HER2
e frequentemente superexpressam (EGFR) receptor do fator de crescimento
epidérmico. Esse subgrupo apresenta com frequéncia rearranjos cromossomicos
complexos e mutagdo do gene 7P53, PIKCA3 com aneuploidia de alto grau (Kwei
et al.,2010). Apresentam ainda, baixa expressao de genes envolvidos com jungdes
celulares ocludentes e glicoproteinas de adesdo cé€lula-célula, incluindo as
claudinas 3, 4 e 7; as ocludinas e E-caderina (Herschkowitz et al., 2007).
Apresenta aumento na expressao de marcadores de transi¢do epitélio-
mesénquima, de marcadores endoteliais e linfociticos e de marcadores
relacionados as células tronco tumorais, com fendtipo CD44+/CD24- (Sorlie,

2007; Irvin e Carey, 2008; Curtis et al., 2012).

Os tumores basaloide tém baixa expressdo do gene BRCAI, causada por

metilagdo de seu gene — promotor ou por inativagdo de transcrigdo de BRCAI, ou por

ambos. Devido a auséncia de imunomarcagao de RE, RP e HER2, tumores basaloides sdo

ainda chamados por alguns autores de “tumores triplo-negativos” (TTN), entretanto ja ¢

descrito que os tumores basaloides ndo sdao considerados triplo negativos completos e

podem ser mais bem descritos como “tumores triplo-negativos ndo basaloides (Perou,

Charles M. et al., 2000; Sorlie et al., 2001; Sorlie et al., 2003; Cheang et al., 2008;

Kennecke et al., 2010). Nesse contexto, os tumores do subtipo triplo negativo (TN)

representam um desafio para a ciéncia, pois além de apresentarem mau prognostico com
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recaida metastatica agressiva, ndo apresentam terapia alvo especifica (Khaled e Bidet,

2019).

Desde 1970 tem sido descrito métodos que proporcione o crescimento de células
especializadas in vitro. Atualmente as linhagens celulares tumorais, apesar de
representarem células que sobreviveram a selecdo in vitro, constituem um modelo
amplamente utilizado na pesquisa. Em se tratando do cancer de mama ela se tornou uma
poderosa ferramenta em substitui¢do had alguns ensaios in vivo, principalmente em
experimentos toxicoldgicos, salientando que a cultura de células permite o
acompanhamento, desenvolvimento e diferenciacdo celular para avaliar os principais
estudos bioquimicos e de manipulacdo genética. Além disso, elas demonstram uma
grande similaridade molecular e bioldgica das diversas linhagens celulares com os
tumores primarios. Atualmente diversas linhagens de cancer de mama representam os
diferentes subtipos tumorais descritos (Murray e Stout, 1954; Gerner Re, 1975; Davis,
1994; Ri., 1994).

As células tumorais produzem uma série de peptidases que tem sido associada ao
desenvolvimento e invasividade tumoral, j4 que participam de varios processos pro-
tumorigénicos: angiogénese, adesdo, proliferagcdo, invasdo e metdstases, € por meio de
extensiva degradacao podem modificar e remodelar a matriz extracelular (MEC), além
de regularem a biodisponibilidade dessas moléculas. Nos tltimos dez anos, pesquisas
relacionadas ao cancer de mama tém avancado e demonstrado que os aspectos
moleculares estdo relacionados principalmente com a perda de inibicdo do contato
celular, a insensibilidade aos sinais de crescimento e principalmente a resisténcia a
autofagia e apoptose (Yang et al., 2011; Williams e Cook, 2015; Z6éia Map, 2017; Wang

etal.,2019; Zoia et al., 2019).
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Nesse contexto, diferentes estudos tém demonstrado o papel das diferentes toxinas
de peconhas de serpentes e como estao sendo investigadas pelo seu papel antitumoral, por
seus efeitos citotoxicos além do grande potencial para degradar e destruir células
tumorais. Estudos demonstram que as toxinas sdo capazes de atuar em diferentes vias de
morte, através da inibicdo da adesdo, migragdo, invasdo e dano no DNA. Além disso,
exercem papel de inibir a EMT e por serem capazes de atuar na sobrevivéncia e
progressdo tumoral e por seu papel antiangiogénico. Esses resultados abriram novas
perspectivas com objetivo de compreender as atividades associadas as toxinas de
serpentes, ou a compreensao dos mecanismos moleculares ou ferramentas que elucidem
o desenvolvimento de futuros farmacos para terapia contra o cancer de mama, em
especial o subtipo triplo negativo (Son et al., 2007; Bazaa et al., 2009; Azevedo et al.,
2016; Tsai et al., 2016a; b; Urra e Araya-Maturana, 2017; Silva, Lopes, Teixeira,

Gimenes, Van Petten Vasconcelos Azevedo, et al., 2018).

3. Classificacio, caracteristica e funcao das fosfolipases A»

As fosfolipases A> (PLA> EC 3.1.1.4) sdo uma superfamilia de enzimas, amplamente
distribuida nos organismos vivos, sendo classificada em 15 grupos e diversos subgrupos
segundo sua estrutura, massa molecular e fungdo. A acao das PLA»s ¢ catalisar a hidrolise
de ligacdes acil-éster na posicdo sn-2 dos fosfolipideos presentes nas membranas
celulares em acidos graxos livres, acido araquidonico e lisofosfolipideos, sendo o produto
dessa reagdo denominado com base nos sitios em que a hidrdlise acontece, como
representado na Figura 4 (Arni e Ward, 1996; Kini, 2003). (Burke e Dennis, 2009;

Huancahuire-Vega et al., 2011; Aloulou et al., 2012).
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FIGURA 4: Representacdo esquematica de um fosfolipideo. Locais de atuagdo das

diferentes fosfolipases. Adaptado KINI, 1997. (FONTE: OLIVEIRA, 2006).

A reacdo de hidrdlise dos fosfolipideos de membrana ¢ dependente dos ions
calcio, sendo a unidade catalitica formada pelos aminoacidos His 48, Asp 49 e uma
molécula de agua. Os produtos gerados pela catalise destas enzimas sdo acidos graxos
poli-insaturados como: Acido araquiddnico (AA), precursor de eicosanoides e segundos
mensageiros de processos fisiologicos e patoldgicos e o Acido oléico (AO), reserva
energética (Scott et al., 1990; Dennis, 1994; Yu et al., 1998; Gijon e Leslie, 1999). E os
lisofosfolipideos liberados, em contrapartida, estdo envolvidos na sinalizagao celular e
remodelamento dos fosfolipideos, com contribui¢do importante nos processos biologicos.
Em adicdo, sabe-se que a atividade catalitica das fosfolipases produz lisofosfolipideos,
precursor do fator ativador de plaquetas (PAF), caracterizado como importante mediador
inflamatorio na agregagao plaquetaria (Quinn et al., 1988; Valentin e Lambeau, 2000;

Kudo e Murakami, 2002).

As PLA»s estdo distribuidas em 6 categorias principais e distribuidas em 16

grupos, seguindo os critérios de localizagdo celular, sequéncia de aminoacidos, massa
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molecular, pontes dissulfeto intramoleculares e a dependéncia do célcio para o processo

de catalise (TABELA 1) (Dennis et al., 2011). A superfamilia de PLA; incluem: PLA;

secretadas (SPLA2), PLA, citosélicas (cPLA), PLA; independentes de Ca?"(iPLA,), PAF

acetilhidrolases (PAFAH), PLA»s lisossomais e a PLA»s especifica do tecido adiposo

(AdPLA). Cada uma dessas superfamilias tem sido implicada em diversos tipos de

metabolismo lipidico e progressao da doenca. Isso tem gerado grande interesse industria

farmacéutica e de biotecnologia na busca do conhecimento para cada um desses tipos

(Dennis, 1994; Six e Dennis, 2000; Schaloske ¢ Dennis, 2006).

TABELA 1: Superfamilia de PLA:2

Adaptada de DENNIS et al., 2011

Massa Residuos

Tipo Grupo Molecular (kDa) cataliticos

Gl 13-15

Gl 13-17

Glll 15-18

GV 14
sPLA GIX 14 HisiAsp

GX 14

GXl 12-13

GXli 19

GXlll <10

GXIvV 13-19
cPLA, GIV 60-114 Ser/Asp
iPLA, Gvi 84-90 Ser/Asp
PAF-AH GVl 40-45 Ser/His/Asp

GVIII 26-40
LPLA, GXVI 45 Ser/His/Asp
AdPLA GXVI 18 His/Cys
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As PLA> secretadas estdo classificadas nos grupos I, II, III, V, IX a XIV e
subdivididas nos diversos subgrupos: GIA, GIB, GIIA, GIIB, GIIC, GIID, GIIE, GIIF,
GIII, GV, GIX, GX, GXIA, GXIB, GXII, GXIII e GXIV. Elas representam o grupo mais
diversificado e o mais bem descrito até o momento. Estas enzimas possuem baixa massa
molecular (12 a 19KDa), contem de 5 a 7 pontes dissulfeto, o sitio catalitico possui
residuos de Histidina na posi¢do 48 (considerado o sitio catalitico), e sdo dependentes do
calcio para atividade catalitica (Scott et al., 1990; Dennis, 1994; Six e Dennis, 2000;

Burke e Dennis, 2009).

As sPLAjs (grupo GI) sdo encontradas nas serpentes da familia Elapidae e
Hidrophiidae e também no suco pancreatico dos mamiferos. No grupo GII, estdo
presentes as PLAys de pegonhas das serpentes Viperidae, Crotalidae e também na
peconha da serpente Gaboon (GIIB), no testiculo de camundongos (GIIC), no bago e no
pancreas de camundongos e humanos (GIID), no ttero, cérebro e coragdo de humanos e

camundongos (GIIE) (Six e Dennis, 2000).

No grupo III encontram-se as peconhas de abelhas e venenos de lagartos, o grupo
V contém as sPLA» expressas em tecidos como coracdo e pulmao, em resposta aos
estimulos inflamatdrios, segregados por macrofagos. O grupo IX isolado do veneno de
conus (caracol marinho), a conodipina M. O grupo X, ¢ encontrado no timo, bago, em
leucdcitos e células alveolares humanas. Os grupos XI e XII foram isoladas em plantas e
em células T-helper respectivamente. e por fim, os grupos XIII e XIV sdo encontradas
em Virus (Parvovirus) e em alguns fungos simbiontes (Scott et al., 1990; Balsinde et al.,
2002; Murakami e Kudo, 2002; Brown et al., 2003; Chakraborti, 2003; Magro et al.,

2003; Schaloske e Dennis, 2006).
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4. Fosfolipases A; de peconha de serpentes (svPLA;)

As PLAss encontradas nas peconhas de serpentes das familias Elapidae e Viperidae
pertencem aos grupos IA e IIA, respectivamente. As PLA», do grupo IIA sdo
caracterizadas por uma baixa massa molecular (13-15 kDa), contém uma histidina no
sitio catalitico, Ca’ *ligado ao sitio ativo, bem como seis ligagdes dissulfeto altamente
conservadas com uma ou duas ligacdes dissulfeto que sdo variaveis (Scott et al., 1990;
Kudo e Murakami, 2002; Murakami e Kudo, 2002).

As PLAs dos géneros Bothrops e Crotalus sdo subdivididas em duas classes
principais: 1) cataliticamente ativas: PLA2s que possuem um sitio de liga¢do ao calcio
coordenado pelo grupo carboxilico do residuo Asp-49, em conjunto com 0s grupos
carbonilicos dos residuos Tyr-28, Gly-30 e Gly-32 e a presenca de duas moléculas de
agua estruturalmente conservadas, formam a esfera de coordenagdo para ligagao do
Ca®"; 2) cataliticamente inativas: substituicio do residuo Asp-49 (cadeia lateral
negativa) por Lys-49 (cadeia lateral positivo) a fim de alterar significativamente o sitio
de ligacdo de Ca?" nas PLA; e impedir sua ligagdo, resultando na baixa ou inexistente
atividade catalitica (Soares et al., 2000; Burke e Dennis, 2009; Dos Santos ef al., 2011).

Segundo estudos estruturais e funcionais do transcriptoma da glandula venenifera
de bothrops jararacussu, as PLAjs representam a classe de proteinas com maior
abundancia, resultando em 57,9% da peconha da serpente, seguido com 25,9% pelas
metaloproteases. Dentre a classe de fosfolipases, para a espécie de B. jararacussu,
83,2% representam as PLA; basicas (Lys) e 0,7% representam as PLA»s acidas (Asp),
estas se subdividem em 0,1% em Asp49-PLA>(B) e 0,6% em Asp49-PLA>(A) (Kashima
et al., 2004).

A BthTX-II, ¢ uma importante fosfolipase A2 Asp49 isolada a partir da pegonha de

Bothrops jararacussu por Homsi-Brandeburgo (1988). Esta proteina apresenta 120
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residuos de aminoacidos, contendo uma metionina e 14 meias cistinas, massa molecular
de 13.976 Da e ponto isoelétrico de 8,2. Além disso, A BthTX-II, bothropstoxina—II,
apresenta baixa atividade fosfolipdsica, ou seja, baixa atividade catalitica (Asp49-PLA>
basicas) (Homsi-Brandeburgo et al., 1988).

A estrutura tridimensional da BthTX-II em compara¢do com outras fosfolipases
revelou que o loop de ligagdo ao Ca®" ¢ extremamente distorcido, além de apresentar
alteracdo na regido C-terminal que comeca com configuracdo diferente, adotada
préximo a tirosina (Tyr28) na cadeia principal, acarretando em um desvio importante
desse looping, explicando o dimero alternativo na estrutura quaterndria (Homsi-
Brandeburgo et al., 1988; Gutierrez et al., 1991; Pereira et al., 1998; Correa et al., 2006;
Correa et al., 2008). Dentre seus principais efeitos bioldgicos destacam-se a capacidade
de induzir edema e miotoxicidade (Andriao-Escarso et al., 2000), atuam durante a
resposta inflamatoria (Santos et al., 2018), na agregacao plaquetaria (Andriao-Escarso
et al., 2002) e na regeneracao tecidual (Raneia et al., 2019).

De uma forma geral, as fosfolipases A oriundas de peconahs de serpentes
contribuem para um elevado niimero de ag¢des farmacologicos além de sua agdo no
envenenamento, incluindo a miotoxicidade, neurotoxicidade, hemdlise, hipotensao, acdo
anticoagulante, edematogénica e efeitos na agregagao plaquetaria e inflamacao. Porém as
atividades bioldgicas das sPLA>, podem ser produzidas como consequéncia da atividade
enzimatica da mesma, ou através de uma interagdo direta da PLA> com seu ligante sem
qualquer ativagdo catalitica. A atividade hidrolitica da enzima PLA, na membrana
fosfolipidica, induz a liberacao de acidos graxos (FAs) e lisofosfolipideos (LysoPL) tendo
como resultado os efeitos farmacologicos dentro das células, tais como danos de
membrana, rompimento de proteina de membrana-limite e disturbios funcionais da

cascata celular, sendo que esses mecanismos podem exercer os diferentes efeitos
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antitumorais ja descritos na literatura (Kuruppu et al., 2008; Bazaa et al., 2009; Zouari-
Kessentini et al., 2013; Calderon et al., 2014; Chaisakul et al., 2014; Azevedo et al., 2016;
Silva, Lopes, Teixeira, Gimenes, Azevedo, et al., 2018).

Os mecanismos moleculares envolvidos na acdo atitumoral de PLA>s Asp49 e
Lys49 de peconhas de serpentes ainda ndo sdo totalmente compreendidos. Entretanto,
estudos vém demostrando que estas PLA»s podem reduzir massa tumoral in vivo, inibir
adesdo e migracao celular (Bazaa et al., 2009), ativagdo das vias de morte celular
(Azevedo et al., 2016), liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pela via
MAPK/ERK, além de apresentarem acdo citotoxica e genotoxica in vitro (Chen et al.,
2014; Silva, Lopes, Teixeira, Gimenes, Azevedo, et al., 2018). Em adi¢ao, pode-se relatar
que as PLA;s também exercerem papel importante tanto no ciclo celular (Prinholato Da
Silva et al., 2015), quanto nos receptores do tipo integrina que ¢ de fundamental
importancia para a acdo antitumoral dessas moléculas (Bazaa et al., 2010).

Todas estas consideragdes nos permitem inferir a nitida e promissora utilizagdo de
peconhas ofidicas para a identificacdo de novos compostos com agdo antitumoral, seja
pela complexidade das peconhas ou pela diversidade de serpentes existentes. Portanto,
esse estudo tem como objetivo avaliar a atividade antitumoral, antimetastitica e
antiangiogénica de uma PLA; (BthTX-II) isoldada da peconha de B. jararacussu sobre a
inibicao da transicao epitélio mesénquima e angiogénese tumoral sobre células de cancer

de mama altamente invasivo e metastatico.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi demonstrar o efeito antitumoral e antiangiogénico de
uma fosfolipase A> da peconha de Bothrops jararacussu (BthTX-II), bem como a inibi¢ao

da Transicao Epitélio-Mesénquima (EMT) sobre células tumorais de mama.

5.2. Objetivos Especificos

v" Purificar a PLA2-BthTX-II do veneno de B. jaracussu

v Determinar o efeito da BthTX-II em linhagens de mama e avaliar ativagao e inducao
das vias de morte causadas pela BthTX-II sobre células de cancer de mama triplo
negativo,

v' Avaliar a acdo da BthTX-II sobre a proliferagcdo, ciclo celular e a expressao de
diferentes proteinas e genes pela técnica de qPCR;

v" Verificar a atividade antimetastatica da BthTX-II através dos ensaios de adesdo,
invasdo e migragdo de células MDA-MB-231; bem como a expressdao de genes e
proteinas envolvidas nas vias de sinalizagao de metastase tumoral pela técnica de PCR
em tempo real, além de verificar o potencial de acao da fosfolipase sob modelo cultura
(3D) esferoides celulares;

v' Avaliar a¢do da BthTX-II sobre proteinas e genes com agdo na transi¢ao epitélio-
mesénquima das células MDA-MB-231;

v Analisar a modulagdo da expressdo de genes e proteinas que atuam como receptores
de membrana e estao envolvidos com o processo de angiogénese tumoral

v' Analisar a atividade antiangiogénica através da inibi¢do da formagao de vasos (in

vitro) e pela quantificacdo dos niveis de VEGF,
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Avaliar acdo da BthTX-II sobre a inibi¢ao da formacao de vasos pelo modelo de anel
de aorta de camundongos (modelo ex vivo);

Avaliar a atividade da BthTX-II sobre migragdo e invasdo de cé¢lulas HUVEC e sua
atividade sobre angiogénese in vitro,

Avaliar agdo BthTX-II sobre a angiogénese tumoral através da co-cultura de células
MDA-MB-231 e HUVEC em diferentes tempos;

Avaliar acdo da BthTX-II sob inibicdo da invasdo em co-cultura de células MDA-
MB-231: HUVEC em transwell;

Avaliar a angiogénese tumoral e evolugdo cancer in vivo, através do método Chick

Chorioallantoic Membrane (CAM) e monitorar acao terapéutica da PLA»
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6. Metodologia

6.1. Peconha:

A peconha bruta (PB) de Bothrops jararacussu foi obtida a partir de espécimes
mantidas no Centro de Extragao de Toxinas Animais, Ltda. - CNPJ: 08.972.260 / 0001-
30, Morungaba, SP, Brasil. Este serpentario obteve comprovagao de registro no Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) e uso de recursos naturais renovaveis (cadastro

n ° 2087163).

6.2. Purificacio da fosfolipase A2 Asp-49-BthTX-1T

A fosfolipase A> denominada, BthTX-II foi purificada da peconha de Bothrops
jararacussu como previamente descrito por (Homsi-Brandeburgo et al., 1988) com
pequenas modificagdes. A pegonha bruta (200 mg) foi ressuspensa em 2 mL de tampao
(NH4HCO:3) bicarbonato de amonio 50 mM (pH 7,8) e centrifugada a 3000 xg por 10 min
a 4 °C. O sobrenadante recuperado foi aplicado a resina CM-Sepharose Fast Flow
(Amersham Bioscience, Brasil) previamente equilibrada com o mesmo tampao e fragdes
de 1 mL / tubo foram coletadas a 6,5 mL / h (vazao pela fragao de coletores Radifrac
Amersham Bioscience, Brasil), e monitorado por espectrofotometro Ultrospec 1000
(Amersham Pharmacia Biotech, Brasil) por absorbancia a 280 nm. Em seguida, verificou-
se a homogeneidade das fragdes contendo a fosfolipase A», BthTX-II pela coluna de
cromatografia de fase reversa RP-HPLC C18 (GE Healthcare-Life Sciences, Brasil). As

amostras foram liofilizadas e armazenadas a -20 °C (Dubbs, 1966).

6.3. Dosagem Proteica

As fragdes obtidas das diferentes cromatografias foram quantificadas através do

método estabelecido por Bradford (1976) (Bradford, 1976) e confirmadas pelo
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equipamento BioDrop (Analitica). Brevemente, para o método de Bradford foi construida
uma curva padrdo de soroalbumina bovina (Img/mL) e as concentragdes das proteinas
foram realizadas em triplicata e a absorbancia lida a 595nm (Multiskan GO
ThermoScientific, EUA). A concentracao das amostras foi determinada em pg/uL a partir
de célculos de regressao linear baseados em valores obtidos na curva padrio utilizando a

soroalbumina bovina como proteina padrao, somente admitindo valores para r2 > 0,98.

6.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes (SDS-

PAGE)

A homogeneidade das amostras contendo a proteina BTHTX-II foi avaliada em
gel de poliacrilamida a 12,5% (m/v) em condigdoes redutoras (LAEMMLI, 1970).
Brevemente, o sistema de SDS-PAGE descontinuo foi construido com um gel de
empilhamento a 3%, contendo TRIS-HCI1 0,5M (pH 6,8) e SDS a 0,1% (m/v) e um gel de
separagdo a 12% com TRIS-HCI 2,0M (pH 8,8) e SDS a 0,1% (m/v), mantendo a
proporg¢ao de 0,8:30 de bis:acrilamida. Todos os géis foram preparados no sistema de
eletroforese HOEFER GE 260. As amostras foram preparadas em um tampao de TRIS-
HCl 0,06M pH 6,8, SDS 2% (m/v), B-mercaptoetanol 20% (v/v), azul de bromofenol
0,005% (m/v) e glicerol 10% (v/v). Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100°C
por Smin e aplicadas no gel para corrida contendo tampao TRIS 0,025M, Glicina 0,192M
e SDS 0,1% (m/v) (pH 8,3). Ao final o gel foi corado em uma solu¢do de Coomassie blue
R250 0,1% (m/v) em agua, acido acético 10% (v/v) e metanol 50% (v/v) e descorado em
solugdo de acido acético 7% (v/v) e etanol 30% (v/v). O padrdo de massa molecular
utilizado era composto da mistura das seguintes proteinas: fosforilase b, 98

kDa; albumina bovina 62 kDa; ovoalbumina 49 kDa; gliceraldeido-3-fosfato
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desidrogenase 38 kDa; anidrase carbonica 28.1 kDa; tripsinogénio 24 kDa; inibidor de

tripsina 17,4 kDa; o lactoalbumina; 14,4 kDa.
6.5. Animais

Camundongos da linhagem Balb-c (20-30 g) foram fornecidos pelo Centro de
Bioterismo da Universidade Federal de Uberlandia mantidos em condi¢des padroes de
temperatura 25°C, umidade relativa do ar de 60-65%, ciclo de 12 horas de luz/noite, dieta
e agua ad libitum. Os procedimentos realizados com animais foram aprovados pelo
Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA, numero do protocolo 130/15) da
Universidade Federal de Uberlandia e estd em acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal aprovados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).

Para analise em embrides de galinha, ndo foi necessaria aprovagao pelo Comité de
ética, regulamentado pelas leis brasileiras. Os ovos fertilizados foram doados pela
empresa BRF - S.A, e a doacdo e utilizagdo foram aprovados pelo comité de ética em

experimentacao animal interno da empresa (sem nimero).

6.6. Cultura de células

As linhagens de cancer de mama triplo negativo humana (MDA-MB-231), célula
humana nao tumoral de mama (MCF 10A) e célula umbilical endotelial/vascular humana
(HUVEC) foram obtidas do banco de células da American Type Culture Collection
(ATCC). As células foram mantidas em temperatura controlada de 37 °C em uma
incubadora umidificada contendo 5% de COz. As células MDA-MB-231 foram cultivadas
em meio IMDM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 100U/mL de
Penicilina e 100mg/mL de Estreptomicina. As células MCF-10A foram mantidas em
meio DMEN-F12 suplementado com 10% de SFB, 100pg/mL de Fator de Crescimento
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Epidermal (EGF), Img/mL de Hidrocortisona, 10mg/mL de Insulina, 100U/mL de
penicilina e 100mg/mL de Estreptomicina e 1mg/mL de toxina colérica. As células
Endoteliais Vasculares de corddo Umbilical humano (HUVECs) foram cultivadas em
meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, 2mM de L-glutamina, 2mM de
piruvato de sodio, ImM de aminoicidos ndo essenciais, 100U/mL de penicilina e

100mg/mL de estreptomicina.

6.7. Ensaio de citotoxicidade por MTT

Células MDA-MB-231 ¢ MCF 10A (3x10* células/pogo) foram plaqueadas em
placas para cultivo celular em poliestireno com 96 pogos e mantidas em estufa a 37 °C e
5% de CO; por 24 horas para melhor adesdo a placa. Apds 24 horas, foi adicionado um
novo meio contendo concentragdes decrescentes de BthTX-II (100; 50; 25; 12.5; 6,25;
3,125; 1,560 pg/mL) ou apenas meio nos grupos de controle negativo e as placas foram
incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO; por 24 horas. Apos o tratamento as células
foram incubadas com o reagente de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) (Smg/mL, 20uL/pogo) por 3 horas a 37 °C, ap6s esse tempo, foram
adicionados 100ul de PBS contendo 10% de SDS e 0,01M de HCI em cada pogo para a
completa dissolugdo dos cristais de Formazan formados a partir do consumo do reagente
MTT pela enzima mitocondrial (S.D). A absorbancia foi lida ap6s 18 horas a 570nm em
espectrofotometro (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer — Thermo Scientific,

USA).

6.8. Ensaio de Apoptose com Anexina V / lodeto de Propideo

O ensaio para avaliar a morte celular por apoptose foi realizado através do Kit de
Apoptose (BD Biosciences) seguindo as orientacdes dos fabricantes. Brevemente, as
células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 24 pocos na quantidade de 2x10°
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células/poco. Apos 18 horas de adesdo das células, estas foram tratadas com BthTX-II
(10 e 50 pg/mL) por 24 horas. Decorrido o tempo de tratamento as células foram
tripsinizadas, lavadas com PBS 1X gelado, ressuspendidas em tampao de ligagdo e
contadas em camara de Neubauer. As células foram divididas em 4 grupos, nos quais
continham apenas células sem marcag¢ao; células coradas com 2ul de FITC-Anexina V;
células coradas com 2l de PI-lodeto de Propideo e células com a dupla marcagao coradas
com FITC-Anexina V e Pl-lodeto de Propideo. Estas foram incubadas no escuro por 10
minutos e as analises foram realizadas com auxilio do Software FlowJo - BD Accuri C6

(Biosciences, CA, USA).

6.9. Expressao génica pelo método de PCR em tempo real (RT-PCR)

Células MDA-MB-231 (5x10%) foram plaqueadas em garrafas de 25cm’ e
posteriormente tratadas com a BthTX-II (50ug/mL) por 24 horas. As células foram
mantidas em estufa com 5% de COz e 37 °C. Apo6s o tratamento, o RNA foi extraido
utilizando o Kit Tri-Reagent Sigma®. O pellet de células foi extraido utilizando 1mL de
Trizol para uma quantidade de (5-10x10°) células e posteriormente, 200uL de
cloroformio foram adicionados em cada microtubo contendo as células, agitados
vigorosamente por 15 segundos e centrifugados a 13.000rpm por 10 minutos. Apos a
centrifugacao, 500uL de isopropanol foram adicionados ao sobrenadante e centrifugados
novamente a 13.000 rpm por 10 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado
e o pellet foi lavado com ImL de etanol 75% (v/v), sendo novamente centrifugado a
13.000 rpm por 10 minutos. Apds centrifugacdo o RNA foi ressuspenso com agua RNAse
free e quantificado no BioDrop (BioDrop — Inglaterra). Valores de absorbancia acima de

1,7 (280 e 260nm) indicaram a pureza do RNA.
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O cDNA foi construido a partir do RNA extraido utilizando o Kit GoScript Reverse
Transcription System (Promega®), seguindo as orienta¢des do fabricante. Primeiramente
preparou-se o Mix 1 contendo 2ug de RNA e 2 pl de cada primer, que foram incubados
por 5 minutos a 70 °C e 5 minutos no gelo. Em seguida, foi preparado o Mix 2 contendo
Tampao, MgCl,, RNAsin, mix para PCR e Transcriptase Reversa. Esta mistura 2 foi
incubada por 5 minutos a 25 °C e 60 minutos a 42°C. O cDNA foi mantido em -20 °C.

A expressdao génica foi analisada a partir da técnica de PCR em tempo real
quantitativo (qQRT-PCR) utilizando uma biblioteca de primers comercial contendo
diferentes genes envolvidos com diferentes processos celulares (Human Cancer Pathway
Primer Library - GO-GenOne; Brazil; http://www.genone.com.br). O PCR quantitativo
foi realizado em triplicata utilizando o Kit Master Mix—Sybr Green (LGC Biotechnology;
Brazil) de acordo com o fabricante. Em resumo, foram adicionados ao kit de reagdo 2uL
de cDNA ¢ 0,1uM de cada primer, os parametros determinados para os ciclos seguiram o
seguinte padrao seguindo orienta¢des do fabricante: 50 ciclos a 95 °C de 10 segundos e
58 °C de 45 segundos. Os dados obtidos do RT-PCR foram padronizados de acordo com
o método Comparative Threshold Cycle (CT), segundo Livak and Schmittgen, 2001. Os
dados foram normalizados utilizando B-actina e GAPDH como controles endogenos da
reacgao e os resultados foram expressos em Fold Changes (expressao dos genes do grupo
tratado com BthTX-II comparado com grupo controle, apenas meio de cultura IMDM),

estes valores foram convertidos para a representacdo grafica (-1/AACT).

6.10. Ensaio de migracdo pela técnica de cicatrizacido da ferida “Wound

healing”

A inibi¢ao da migracao das células MDA-MB-231 e HUVEC foram analisadas pela

técnica de Wound healing como descrita por Jung (2013) (Jung et al., 2013), com
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pequenas modifica¢des. Brevemente, as células foram semeadas a 4x10° células/poco em
placas de 12 pogos. Apos 24 horas foi realizado um corte na monocamada das células
com o auxilio de uma ponteira de 10uL, o meio foi descartado e trocado por um novo
meio contendo ou ndo a fosfolipase. As células aderidas foram entdo tratadas com a
fosfolipase (BthTX-II 10 e 50ug/mL) por 24 horas e o fechamento da fenda foi
fotografada em microscopio otico invertido (Nikon Eclipse TS100) e fotografada em
camera Nikon TS1000 (na magnitude de 10X) e posteriormente calculado o fechamento

da fenda com auxilio software ImageJ utilizando a férmula abaixo.

At Oh — At 24h
At Oh

% fechanento feri da= * 100 (F1)

At= area total

6.11. Ensaio de Inibicao da adesao celular sob diferentes substratos

Células MDA-MB-231 ¢ HUVEC (3x10* células/pogo) foram pré-incubadas com
diferentes concentracdes da fosfolipase (50; 25; 12,5; 10; 6,25; 5; 3,125 e 2,5ug/mL) por
30 min a 37 °C. Apds a incubacao as células foram semeadas em placas de 96 pocos sob
diferentes componentes da matriz extracelular, como Colageno IV (10 mg/mL em 0.1 M
de Acido Acético), Fibronectina (10 mg/mL em PBS), ou Matrigel (10 mg/mL em PBS).
Células cultivadas em placas sem nenhum componente da matriz extracelular foram
utilizadas como controle. As células que ndo aderiram foram removidas com PBS 1X e

as c¢lulas aderidas foram mensuradas pelo método de MTT, como descrito no item 6.7
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6.12. Ensaio de migracao celular em Transwell

O ensaio de migragdo celular foi realizado utilizando membrana de policarbonato
(Transwell) para placas de multiplos pocos com poros de 8um (Greiner Bio-One, Suiga).
Neste ensaio as células MDA-MB-231(1x10° células) foram pré-incubadas em meio
IMDM isento de Soro Fetal Bovino, contendo BthTX-II (10 e 50pg/mL) por 30 minutos
a 37 °C. Apos esta incubagio, as células (1x10° célula/transwell) foram semeadas na parte
superior do transwell € no compartimento inferior foi adicionado apenas o meio contendo

10% de SFB como quimioatrativo para as células.

6.13. Ensaio de Invasao celular e co-cultura

Para o ensaio de invasdo, foram semeadas células MDA-MB-231 (2,5 x 10°) na
camara de invasao superior (BD BioCoat Matrigel ™ ) contendo membrana PET com
poro de 8,0 um, na presenga de meio IMDM com auséncia de SFB e no compartimento
inferior foi adicionado meio com 10% de SFB como quimioatrativo para as células. Esse
mesmo ensaio foi realizado em membrana PET de 4,0 um para o sistema de modelo de
co-cultura a fim de separar as células HUVECs e MDA-MB-231 nos diferentes
compartimentos. Uma hora antes da co-cultura, HUVECs (5 x 10%) em 500 pl de RPMI
foram cultivadas em placas de 24 pocos com ou sem revestimento de Matrigel (BD
Biosciences), nimero equivalente de células MDA-MB-231 foi semeado na cdmara
superior de uma insercao transwell, que foi entdo colocada diretamente no topo da placa
de 24 pogos contendo as HUVECs.

Ambos os ensaios foram efetuados na na presenca ou auséncia de fatores de
crescimento (EGF e bFGF). O tratamento com BthTX-II (10 e 50 ug / ml) ou meio foram

adicionados nos pogos superiores 0 que permitiu a invasdao apos 24h. As células ndo
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invasoras no lado superior foram removidas com um aplicador com ponta de algodao e
as células na superficie inferior da membrana foram coradas com cristal de violeta. Apds
coloracdo e fixacdo as células foram contadas manualmente, em cinco campos diferentes
da membrana, com ajuda de um microscopio (EVOS 4, AMG). O experimento foi
realizado em triplicata. Controles positivos e negativos foram representados por células

em meio completo (com SFB) e em meio sem SFB, respectivamente.

6.14. Ensaio tridimensional (3D) em Matrigel — formacao de esferdides

O ensaio de crescimento 3D de células MDA-MB-231 e MCF10A em Matrigel™
foi realizado segundo Amir (2016) com algumas modificagdes. Brevemente, uma placa
de 96 pogos foi revestida com 50ul de Matrigel e incubada durante 30 minutos a 37 °C
em 5% de CO». Apos solidificacdo do Matrigel™, (3 x 10%) células suspensas em 100puL
de meio completo mais 2% de Matrigel foram adicionados aos pogos. As células tratadas
com diferentes concentragdes de BthTX-II (1, 10 e 50 pg/ml) por 7 dias a 37 °C e 5%
CO2. Ao final do experimento, as células foram analisadas e a formagdo de células
esferdides foi fotografada com aumento de 10X (Nikon Eclipse TS100) (Amir et al.,

2016).

6.15. Ensaio de Proliferacao Celular

Células MDA-MB-231 (2x10* células / por poco) foram semeadas em placa de 24
pogos por quatro dias a 37 °C em 5% de CO.. As populacdes celulares foram
normalizadas em meio isento de soro por 24 horas, apos essa etapa o meio foi aspirado e
substituido por um meio contendo BthTX-II (1, 10, 25 ¢ 50 pg / mL). Para as cé¢lulas
controle positivo foi utilizado meio IMDM com SFB a 10%, enquanto para as células do
controle negativo o meio IMDM estava sem suplementacdo de SFB. (Todo meio e
tratamento foi refeito a cada 24 horas). Apds 72 horas, 30 ul de MTT (5 mg/ mL) (Sigma
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M2128, EUA) foram adicionados a cada poco e as placas foram incubadas por 3 horas, a
37 °C em 5% de COx. Cristais de formazan foram dissolvidos em 150 ul de DMSO por
15 minutos sob leve agitacdo. A absorbancia foi lida a 570 nm utilizando um leitor de
microplacas (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA). Os espacos em branco devem
produzir valores de 0 + 0,1 O.D. unidades. Os valores médios das leituras em triplicata

foram determinados e o valor médio do branco foi subtraido.

6.16. Ensaio de citotoxicidade por LDH

A citotoxicidade induzida por BthTX-II foi também avaliada pela liberacdo de LDH
no meio de cultura. Células MDA-MB-231 foram semeadas em placas de 96 pogos (10°
células / pogo) e incubadas com BthTX-II (50 / mL) durante 24 horas. Apds incubacao, a
LDH liberada no meio foi mensurada com o kit de ensaio de citotoxicidade LDH
(Cayman Chemical Company) de acordo com as instrugdes do fabricante. As
absorbancias foram lidas a 490 nm (Multiskan GO Thermo Scientific, EUA). A atividade
de LDH foi expressa como 1 Unidade (U) de atividade de LDH definida com base na
quantidade de enzima que catalisa a conversao de lactato em piruvato para gerar 1,0 mol
de NADH e H + para catalisar a redugdo do sal de tetrazolio a 37 °C (umol / min / mL).
O formazan produzido € proporcional a quantidade de LDH liberada no meio de cultura

resultante da citotoxicidade.

6.17. Ensaio de autofagia

Os vacuolos autofagicos foram marcados com monodansilcadaverina (MDC,
Sigma Brasil) com pequenas modificacdes previamente descritas por Yan (2007) (Yan et
al., 2007). Inicialmente, as células (MDA-MB-231 ¢ MCF10A) foram plaqueadas em
placas de 24 pogos com laminas estéreis durante a noite, seguido por tratamento com
BthTX-II (50 pg/ mL) durante 24 horas. Células nao tratadas foram usadas como controle
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negativo. ApoOs o tratamento, as células foram marcadas com 0,05 mM de MDC em
IMDM, incubadas a 37 °C durante 30 minutos. Apos a remog¢ao da MDC, as células foram
fixadas em paraformaldeido a 4% durante 15 minutos a 37 °C. As amostras foram
observadas usando microscopia de fluorescéncia (Zeiss LSM510, Alemanha). Com o
auxilio do software Image J (Bethesda, MD, EUA), quatro campos microscopicos
selecionados aleatoriamente com aumento de 200x foram usados para quantificar a
intensidade da fluorescéncia, que representa os niveis relativos de autofagia celular. Os

valores médios de fluorescéncia foram calculados a partir de trés replicatas bioldgicas.

6.18. Analise do ciclo celular

Células MDA-MB-231 (2x10° células / mL) foram semeadas em placas de 12 pogos
e depois foram estimuladas a entrar em fase GO adicionando meio de cultura sem SFB
durante 24 h. Em seguida, as células foram re-estimuladas com novo meio IMDM
suplementado com SFB a 10% com objetivo de todas sairem da fase GO a0 mesmo tempo.
Ap0s 24h de estimulo, as células foram tratadas com duas concentragdes diferentes de
BthTX-II (10 e 50 pg/mL) e apds 24 horas de tratamento, as células foram tripsinizadas,
lavadas em PBS 1X e coletadas. O sedimento foi fixado em etanol 80% e armazenado a
-20 durante a noite; as células fixadas foram lavadas com PBS 1X e tratadas com RNAse
(sigma-Aldrich, Brasil) e, em seguida, as células foram coradas com iodeto de propidio
(PI) por 15 min (Sigma-Aldrich, Brasil). Posteriormente, as células foram submetidas
contagem por citometria de fluxo (BD Accuri C6, USA) e anélise dos dados foi realizada

utilizando o software FlowJo.10 (Treestar Inc., San Carlos, CA).
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6.19. Western blotting

Células MDA-MB-231 (1x10° células/pogo) foram plaqueadas em placas de 6
pogos em triplicata e incubadas durante a noite. Apds este tempo, as células foram
incubadas com BthTX-II (10 e 50 pg/mL) por 24h. Apds o tratamento as células foram
lavadas com PBS gelado e coletadas em tampao de solubilizacao (Complete Lise-M, sem
EDTA e cocktail inibidor de protease, Roche Diagnostics, EUA) e centrifugadas a
12.000xg por 10 minutos a 4°C. Cerca de 10 pg do extrato proteico foi submetido a SDS-
PAGE 10% (v/v) e posteriormente as proteinas transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Hybond C, Amersham Biosciences) de acordo com Towbin (1979)
(Towbin et al., 1979). As membranas foram bloqueadas por 1 hora com TBS-T (0,02 M
Tris-HCI (pH 7,5), 0,15 M NaCl e 0,1% Tween-20) contendo 5% de leite com baixo teor
de gordura e transferidas por 2 h usando anti-Vimentina SAB4300676 (Sigma-Aldrich ,
Brasil) a 1: 500 e beta Actin policlonal anticorpo-BA3R a 1: 200 (ThermoFisher Scientif,
Brasil), lavados trés vezes em TBS-T e PBS, e incubados por 60 min com o anticorpo
secundario IgG anti-coelho conjugado a HRP ( diluicdo 1: 2000 RABO151 Sigma-
Aldrich); apos este passo, os sinais de imunorreatividade foram visualizados utilizando o
kit quimioluminescente Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent e foram
detectaveis em Amersham Hyperfilm ECL (GE Healthcare Life Sciences). As
intensidades das bandas de proteinas foram quantificadas usando o software Imagel, ¢ a

relagdo banda-controle especifica foi analisada.

6.20. Expressio de Integrinas em células

A analise de expressdo e reconhecimento de integrinas na superficie das células
MDA-MB-231 foi realizada utilizando-se anticorpos anti-integrina em citometria de

fluxo. Células MDA-MB-231 (3x10°) foram plaqueadas e posteriormente as células
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aderidas foram tratadas com BthTX-II (50 pg/mL) ou meio (grupo controle) durante 2
horas a 37 em 5% de COa. As células foram lavadas com PBS / BSA a 0,5% ¢ incubadas
com anticorpos monoclonais anti- a2f3 (CD49b), anti-1 (CD29) e anti- aVB3 (CD51 /
CD61) (Ambriex, Brasil) por 30 minutos a 4°C. Todas as suspensdes de células foram
também incubadas com os anticorpos monoclonais de controle de isotipo marcados com
fluoresceina. As amostras foram analisadas com auxilio do software da BD Accuri C6

Flowjo (BD Accuri C6 - Biosciences, CA, USA).

6.21. Ensaio de formacio de vasos em células HUVEC (Angiogénese in vitro)

Para o ensaio de formagdo de vasos in vitro, inicialmente placas de 24 pocos foram
previamente revestidas com 50ul de Matrigel (Corning® Matrigel® Matrix, USA) por 40
minutos. As células HUVEC (5x10°cel/pogo) foram pré-incubadas com a fosfolipase
BthTX-II (10 e 50 pg/mL) por 30 minutos a 37°C em meio RPMI suplementado com
bFGF (10 ng/mL). Em seguida, as células foram semeadas nos pogos das placas contendo
Matrigel™. Estas foram mantidas a 37°C em estufa contendo 5% de CO> por 18 horas,
antes de ser analisada a formag¢ao dos vasos e fotografados em um microscopio invertido

em uma magnitude de 10X (Nikon Eclipse TS100).

6.22. Dosagem de VEGF no sobrenadante de células HUVEC

Os niveis de VEGF foram quantificados no sobrenadante das células HUVEC
obtidos apo6s o ensaio da formacdo de vasos in vitro (item 6.21). Essa dosagem foi
realizada utilizando um Kit CBA para proteinas celulares (BD—-EUA), seguindo as
recomendacgdes do fabricante. Brevemente, foi construida uma curva padrio com
diferentes concentragdes de VEGF (2500, 1250, 625, 312,5, 156, 80, 40, 20 e 10pg/mL).
Em seguida, 50ul do Mix de Beads foram adicionados (Diluent Beads e Capture Beads)
as amostras por 1 hora em temperatura ambiente e posteriormente, SOuL do Mix PE
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Detection Reagent, as quais foram em incubadas por mais 2 horas em temperatura
ambiente. Apds a incubagdo as amostras foram lavadas com 500uL de Wash Buffer e
centrifugadas a 200 xg por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e o pellet de células
ressuspendido em 300 uL. de Wash Buffer. As amostras foram submetidas ao Citdmetro

de fluxo e analisadas com o auxilio do software (Cytoflex - Beckman Coulter, CA, USA).

6.23. Ensaio de anel aértico — modelo de angiogénese ex vivo

O ensaio para avaliar a angiogénese em modelo ex vivo sera realizado com adaptagdes
segundo (Baker et al.,, 2011). Brevemente, os fragmentos aorticos (1 — 1,5 mm)
removidos de camundongos Balb-c machos (6 semanas — aproximadamente 30 gr) e
lavados em PBS 1X gelado suplementado com penicilina-estreptomicina 1%. Os
fragmentos aorticos foram plaqueados em camada de Matrigel, previamente gelatinizados
em placas especificas, cultureslides 8-pocos (BD-Pharmingen) e incubados em meio
RPMI suplementado com fator de crescimento bFGF (10 ng/mL) e EGF (20 ng/mL) por
48 horas antes de iniciar o tratamento com BthTX-II (10 e 50 pg/mL). Apos 48 horas os
fragmentos aorticos foram tratados por 9 dias com a a PLA2 com intervalos de tratamento
de 1 dia. Ao final deste periodo, os fragmentos dos anéis adrticos foram analisados para
avaliar os brotamentos celulares formados a partir dos fragmentos aorticos e fotografados
utilizando um microscopio Optico invertido a 10X (Nikon Eclipse TS100) e

posteriormente corados com BS1-Lectin e DAPI.

6.24. Co-cultura de células endoteliais humanas (HUVEC) e células de cancer

mama (MDA-MB-231)

O ensaio de co-cultura em 3D foi realizado segundo Swathi Swaminathan (2017)
com algumas modificagdes. Anteriormente células HUVEC foram marcadas com corante
vermelho (BD Pharmingen™ MitoStatus Red) e células MDA-MB-231 marcadas com
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corante verde CFSE - Cell Labeling Abcam, a fim de melhor visualizar a intera¢do entre
elas. Placas foram previamente revestidas com 50ul de Matrigel (Corning® Matrigel ™,
USA) solidificadas por 40 minutos, 1200 Células HUVEC, foram adicionadas nos pogos
e incubadas até a formacdo de rede de vasos (tibulos). Em outra placa, apds 12 h,
esferdides recém-formados de células MDA-MB-231, (segundo metodologia 3D acima),
foram transferidos e cultivados por 3 dias, a rede de vasos de células endoteliais recém-
formados em matrigel™. Essa rede de vasos endoteliais co-cultivadas com esferoides de
mama 3D, permite interacdo de um bloco de construgdo importante para estudar
interagdes célula-célula fisiologicamente relevantes (Swaminathan et al., 2017). Para esse
ensaio foi utilizado na razdo 1:1 entre células tumorais e células endoteliais (nimeros
exatos: 1200 células tumorais, 1200 células endoteliais) em meio RPMI a fim de avaliar

a interagdo entre células tumorais com o endotélio. (Swaminathan et al., 2017).

6.25. Crescimento e angiogénese tumoral in vivo pelo método de Chick

Chorioallantoic Membrane (CAM)

O ensaio CAM foi realizado conforme descrito (Chen et al., 2013) com algumas
modificagdes. Para este ensaio foram utilizadas 25 matrizes de ovos de galinha
fertilizados. A partir do 3° dia de vida do embrido, 2 mL de albumen foram removidos e
depois incubados a 37,5 ° C. No 9° dia de incubagio, 5x10° células de MDA-MB-231
incubadas com matrigel (9,5 mg/mL, Corning, EUA) em um volume total de 30 pL foram
injetados na CAM de embrides de aves (n = 3 por grupo). No 12° dia ap0s a fertilizagao
(dpf) foi feita uma abertura na casca do ovo e inicio do tratamento com BthTX-II (10 e
50 pug/ml), sendo posteriormente coberta com parafilme. Durante os 7 dias de tratamento,

a viabilidade dos embrides de galinha foi avaliada diariamente, como um pré-requisito
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para completar o experimento. Ao término do experimento, os embrides foram

sacrificados pelo médico veterindrio e os tumores retirados e fotografadas.

6.26. Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicatas em trés experimentos independentes
e os resultados foram expressos em mean + S.E.M. As diferencas entre os grupos de
tratamento e controle foram analisados pelo teste Student’s t-test (Unpaired or
Nonparametric test, assumindo uma distribuicdo normal Gaussiana) ou pelo teste 1
ANOVA, e nos casos em que a comparacgdo foi feita com duas ou mais varidveis foi
realizado o teste 2 ANOVA; quando possivel foram realizados o pos-teste Bonferroni
post-test, com o auxilio do software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San
Diego, USA). As diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p <0,05

(**) & p <0,001(***).
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7. Resultados

7.1. Isolamento da PLA2 Asp49- BthTX-II

Para avaliar os efeitos antitumoral e antimetastatico da BthTX-II em células MDA -
MB-231, bem como avaliar a angiogénese tumoral em células HUVEC, esta proteina foi
primeiramente purificada da peconha de B. jararacussu por cromatografia em CM
Sepharose, resultando em 6 fragdes (CM1 a CM6) (Figura 5A). A homogeneidade da
PLA>-BthTX-II (fragdo CM-5) foi confirmada por cromatografia em fase reversa (RP-
HPLC) C18 (figura 5B) e posteriormente por SDS-PAGE (Figura 5C), revelando a
presenca de uma banda Unica na faixa de 14kDa, correspondente a massa molecular da

BthTX-II (Homsi-Brandeburgo et al., 1988).
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FIGURA 5: PURIFICACAO DA FOSFOLIPASE A2 BTHTX-IL A) Cromatografia de troca
ionica em resina CM-Sepharose fast flow equilibrada com tampao fosfato de sodio (0,05M) E
NaCL (0,2M). A elui¢do ocorreu com NACI (0,35M a 0,7M) em um fluxo de 12,0ML/H A 25°C.
B) Cromatografia de fase reversa RP-HPLC C18. C) PAGE-SDS 12,5% com a fosfolipase
BthTX-II e padrao de massa molecular: fosforilase b, 98,0 kDa; albumina bovina 62 kDa;
ovoalbumina 49 kDa; gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 38 kDa; anidrase carbonica 28.1

kDa; tripsinogénio 24 kDa; inibidor de tripsina 17,4 kDa; a lactoalbumina; 14,4 kDa
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8. Efeito antitumoral da BthTX-II

8.1. BthTX-II induz morte celular em células de cincer de mama

A BthTX-II nas concentracdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,560 pg/mL
reduziu a viabilidade celular em células MDA-MB-231 de uma maneira dose dependente
(Figura 4A), além disso, induziu citotoxicidade em cerca de 50% nas concentracdes mais
altas. Curiosamente, nas mesmas concentragdes, BthTX-II ndo afetou de forma
significativa a viabilidade de células MCFI0OA ndo-tumorigénicas. A BthTX-II
apresentou citotoxicidade inferior a 50% para ambas as células de mama , e dessa forma
nao foi possivel determinar o IC50.

A PLA; BthTX-II (50 pg/mL) induziu morte celular por autofagia em
aproximadamente 70% das células MDA-MB-231 e cerca de 30% nas células MCF10A
(Figura 4B). A BthTX-II (10 e 50 pg /ml) também induziu apoptose inicial (4,81% e
3,29%); apoptose tardia (22,5% e 34,7%) e necrose (9,56% e 16%) nas células MDA -

MB-231, respectivamente quando comparado as células controle (Figura 4C).

BthTX-II (50 pg/mL) foi capaz de modular a expressdo de diferentes genes
envolvidos na via intrinseca (BAD, BAX, BCL2 e BCL2L1) e extrinseca da apoptose (7NF,
TNFRS10B, TNFRSFIA e Caspase 8) (Figura 4 D). Os resultados mostraram que os
genes TNF e TNFRSF 1A foram aumentados em 6,26 vezes e 8,42 vezes, respectivamente
acima do controle. Além disso, os genes supressores de tumor BRCAI e BRCA2 foram
estimulados pelo tratamento com BthTX-II a 3,79 e 1,42 vezes. BthTX-II regulou
positivamente a expressao dos genes CASPS / TP53 em 191 e 242 vezes,
respectivamente. O gene MDM?2 (E3 ubiquitina-proteina ligase) e ANGPTI (fator pro-
angiogénico) foram reprimidos em 1,56 e 5,88 vezes, respectivamente. No entanto,

quando comparado ao controle, o tratamento com BthTX-II ndo alterou
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significativamente a expressdo de alguns genes envolvidos na via de sinalizacdo da

apoptose, a saber, BAD, BAX, BCL2, BCL2LI, BIRC5, TNFRSF10B.

Finalmente, com objetivo de elucidar mais uma agao da PLA> sobre a morte
celular, foi observado a liberagdo de 0.8 Up/mL de LDH (lactato desidrogenase) no
sobrenadante de células MDA-MB-231 ap6s tratamento com BthTX-II (50 ug/ml) por 24
horas, quando comparadas com células tratadas com Triton X-100 que liberaram

1.5uUmL e com as células nao tratadas (Figura 4 E).
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FIGURA 4: ACAO CITOTOXICA E MORTE CELULAR INDUZIDA PELA BthTX-II
SOBRE CELULAS MDA-MB-231 (A) Citotoxicidade por ensaio MTT. Células MDA-MB-231
E MCF10A tratadas com BthTX-II (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 E 1,56 ug/ml) e controle de
células ndo tratadas. (B) Vactolos autofagicos em células MDA-MB-231 E MCF10A corados
com MDC ap6s exposi¢do a BthTX-II (50 pg/ml) por 24 H. Os autofagossomos (azul) detectados
em células MDA-MB-231 apo6s tratamento e a porcentagem de células que apresentam vactiolos
autofagicos foram analisadas pelo software ImagelJ e posteriormente comparados com respectivos
controles de células ndo tratadas. As barras brancas representam 200um como escala de
referéncia. (C) Analise de Apoptose por citometria De fluxo. Células MDA-MB-231 tratadas com
BthTX-II (10 E 50 pg/ml) ou controle células ndo tratadas por 24 h e incubadas com Anexina V
/ FITC e iodeto de propidio. As aquisi¢des representativas de pontos mostram a distribuigdo das
células MDA-MB-231 apresentando necrose (quadrante superior esquerdo), apoptose precoce
(quadrante inferior direito) e apoptose tardia (quadrante superior direito). (D) Expressdo dos genes
da via de apoptose por PCR em tempo real comparado ao controle; os genes (BAD, BAX, BCL2,
BCL2LI1, BIRCS5, TNFRSFI0B nao apresentaram diferenca na expressdo, enquanto o 7NF,
TNFRSF14 E CASPS foram suprarregulados e a ANGPTI foi regulada negativamente em
comparagdo ao controle de células ndo tratadas. (E) Efeitos da BthTX-II (50 ng/mL) nos niveis
de lactato desidrogenase (LDH) em células MDA-MB-231 apds 24 h em comparagdo com

controle ndo tratado. Os valores representam a média £ S.D. (n=3) de trés experimentos
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independentes. As diferengas entre os tratamentos e os controles foram analisados por One-Way
Anova e teste-t ndo pareado estatisticamente significativo, ***Diferenca estatisticamente

significativa (P <0,001)

8.2. BthTX-II inibe a proliferaciao celular e promove a parada do ciclo celular

na fase G2/M

O efeito da BthTX-II (1, 10, 25 e 50 pg/mL) sobre a proliferacao de células MDA -
MB-231 esta demonstrado na Figura 5A. Como pode ser observado, todas as
concentragdes inibiram significativamente a proliferacdo celular apds 72 horas de
tratamento, inclusive nas menores concentracdes, quando comparado com o controle
positivo (células + SFB). Além disso, progressdo do ciclo celular nestas células apos
tratamento com BthTX-II (10 e 50 pg/mL) foi comprometida, resultando na parada de
aproximadamente 19,9% e 38% das células na fase Sub-GO, quando comparadas as
células controle (5,35%), respectivamente (Figura 5B ¢ 5C). Em contrapartida, BthTX-II
promoveu uma diminuicao significativa da fase G1 e aumento da fase G2 /M, 24 h apds
o tratamento (Figura 5B e 5C). A porcentagem de células na fase S permaneceu
praticamente na mesma quantidade com 9,95% e 10,8% apo6s tratamento com BthTX-I1

(10 e 50 pg/ml, respectivamente), quando comparados ao seu controle (11,2%).

A expressdo de genes envolvidos no ciclo celular também foi avaliada apos o
tratamento de células TNBC com BthTX-II (Figura 5D). BthTX-II induziu uma
regulacdo negativa dos genes CCNDI, CCNEI, CDC254, E2F1, AKTI e AKT3. Em
contraste, o gene ATM, supressor de tumor e responsavel pelo inicio da parada do ciclo

celular e reparo de DNA foi regulado positivamente (1,34 vezes) (Figura 5D).
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FIGURA 5: EFEITO DA BthTX-II NA PROLIFERACAO CELULAR E PROGRESSAO
DO CICLO CELULAR DE CELULAS MDA-MB-231 (A) Inibigdo da proliferagio de MDA-
MB-231 durante 24, 48 E 72 h em comparacdo com controle MDA-MB-231 estimuladas ou ndo
com SFB. (B) Analise do ciclo celular pela técnica de iodeto de propideo, resultado apresentado
em comparacdo com célula sem tratamento. (C) Representacdo da porcentagem de células nas
varias populacdes do ciclo celular apos o tratamento com BthTX-II em comparagdo com célula
ndo tratada. (D) Avaliacdo da expressio de Genes (qPCR) importantes na sinalizacdo de
moléculas envolvidas no ciclo celular e no reparo do DNA apo6s tratamento com BthTX-II. Os
genes (CCND1, CCNEI, CDC254, E2F1, AKTI1, AKT3) foram reprimidos enquanto o gene 4TM
foi regulado positivamente. Os valores representam a média = dp de trés experimentos
independentes, analisados por two-way anova e pds-teste de Tukey ***diferenca estatistica foi
significante (p <0,001) quando comparado com os respectivos controles (célula ndo tratada com

BthTX-II).
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9. Efeito antimetastatico da BthTX-II

9.1. BthTX-II interfere na adesdo, migracdo, invasio e no crescimento de

esferoides celulares (3D) de células MDA-MB-231

BthTX-II em diferentes concentragdes (2,5 a 50 pg/mL) foi capaz de inibir
aproximadamente 45% a 60% a adesdo de células MDA-MB-231 sobre diferentes
substratos. Na concentragdo de 50 pg/mL, a proteina induziu uma inibi¢ao de 57%, 52%
e 53% na adesdo das células sobre o matrigel, fibronectina e colageno, respectivamente,
quando comparados com o controle ndo tratado (Figura 6A). Além disso, a BthTX-II (10
e 50 pg/mL) também foi capaz de inibir significativamente a migragao celular pelo ensaio
de wound healing em comparagao com o controle (meio) por 24 horas (Figura 6B). Esses
resultados corroboraram com o efeito da PLA> no ensaio de migragdo por transwell, que
demonstrou a capacidade de BthTX-II (10 e 50 pg/mL) em reduzir a migragado de células
MDA-MB-231 em aproximadamente 57% e 50%, respectivamente em relacdo ao

controle positivo (Figura 6C).

Além disso, BthTX-II nas concentragdes de 1, 10 e 50 pg/mL inibiu 49%, 60% ¢
92%, respectivamente a habilidade de invasdo das células MDA-MB-231 pelo ensaio
Matrigel-transwell (Figura 6D). Interessantemente, BthTX-II (1, 10 e 50 pg/mL)
demonstrou atividade sobre estruturas esferoidais (3D) de células de cancer de mama
triplo negativo por inibir o crescimento em 3D e a formacdo de estruturas esferoidais
(tumores-mamosferas) quando comparado com as células MCF10A ndo tumorigénicas

(Figura 6E).
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FIGURA 6: EFEITO DA BthTX-1I NA ADESAO CELULAR, MIGRACAO, INVASAO E
CRESCIMENTO 3D DE CELULAS MDA-MB-231 (A) Células MDA-MB-231 (3x10*
células/pogo) foram pré-incubadas com BthTX-II (50, 25, 10, 5, 2,5 ug/ml) por 30 min. Apos
tratamento as células foram semeadas sobre pogos revestidos com colageno, fibronectina,
matrigel e sem revestimento. As células aderidas foram mensuradas por MTT e comparadas com
controle de célula sem tratamento. (B) Células MDA-MB-231 (4x10%/pogo) foram cultivadas até
a confluéncia. No tempo (t = 0) foi feito uma fenda e o pogo foi fotografado. Apds 24 horas do
tratamento com a BthTX-II (10 e 50 pg/ml), a area ndo preenchida foi fotografada e quantificada
utilizando o software ImagelJ e andlises feitas em comparacdo com célula ndo tratada. (C) Células
MDA-MB-231 (1x10° célula/transwell) foram submetidas ao ensaio de inibigdo da migragdo por
transwell. As imagens representativas das células migradas (coradas com hematoxilina-pandtico)
foram contadas sob um microscopio optico mostrando quase 100% de inibigdo da migracdo em
coparacdo com controle positivo, células estimuladas SFB. (D) Células MDA-MB-231 (2,5 x
105/pogo) foram tratadas com a BthTX-II (1, 10 e 50 pg/ml) e posteriormente submetidas ao
ensaio de invasdo em matrigel/transwell e analisadas em comparagdo controle célula sem
tratamento. (E) Ensaio tridimensional em matrigel mostrando inibi¢do da formagdo de células
MDA-MB-231 esferoidais por BthTX-II (1, 10 e 50 ug/ml) quando comparadas com células ndo
tratadas e com as células MCFI0A ndo tumorigénicas nas mesmas situagcdes. Os valores
representam média + S.D. em cinco campos diferentes das membranas e o experimento foi feito
em triplicata e analisados pelo One-Way Anova, *** p <0,001 em comparacao com os respectivos

controles.
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9.2. BthTX-II modula a expressao de integrinas envolvidas com o processo de

angiogénese tumoral

O tratamento das células MDA-MB-231 com BthTX-II diminuiu a expressao
proteica de trés importantes integrinas - a2, B1, avB3 (Figura 13A), bem como a
expressao de seus respectivos genes (I7Ga2, ITGa3, ITGo4, ITGaV, ITGSI e ITGS3)
na concentracdo de 50 ug/mL (Figura 7B). Estes ressultados corroboram com os
anteriores (Figura 6), onde nessa mesma concentragdo a PLA; foi capaz de inibir
significativamente a expressdo de diferentes genes e proteinas importantes para a

sobrevivéncia das células, adesdo celular, progressdo do tumor e metastase.
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Figura 7: EFEITO DA BthTX-II SOBRE A EXPRESSAO DE INTEGRINAS. (A)
Representacdo grafica dos valores medianos da expressdo de integrinas na membrana plasmatica
de células MDA-MB-231. A BthTX-II Promoveu uma reducdo na intensidade de fluorescéncia
mediana das integrinas a2 aVB3 E 1. (B) O tratamento com BthTX-II promoveu uma sub-
regulagdo de ITGa2, ITGa3, ITGa4, ITGB2, ITGaV e ITGFI em comparagdo com O grupo
controle (células ndo tratadas). Os valores representam a média + S.D (N=3) de trés experimentos
independentes, analisados por Two-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni *** Diferenga
estatisticamente significante (p <0,001) quando comparado ao controle de células MDA-MB-231

nao tratadas com BthTX-II.

9.3. BhTX-II modula a expressao de marcadores epiteliais e mesenquimais em

células MDA-MB-231.

A expressdo de alguns genes e proteinas envolvidos no processo de invasao,
metastase e transi¢ao epitelio-mesenquima (EMT) foi avaliada apés o tratamento das
células MDA-MB-231 com a BthTX-II (50 pg/mL) (Figura 8). A proteina foi capaz de
reduzir a expressao dos genes MCAM, CTNNBI e CTNNBI em 0,33, 2,22 ¢ 0,000000104
vezes, respectivamente (Figura 8A). Estes genes codificam importantes proteinas que
regulam e coordenam a adesdo célula-célula, a transcri¢do génica e metastase. Por outro
lado, a expressao do gene CDHI que codifica E-caderina foi regulada positivamente em

1,43 vezes ap0s o tratamento com BthTX-II (Figura 8A). A anélise da expressdo proteica
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avaliada por western blotting revela que a BthTX-II (10 e 50 pg/mL) induziu um aumento
da E-caderina (Figura 8B) e diminuiu significativamente a expressdo de citoqueratina

(CK-5) e vimentina em células MDA-MB-231 (Figura 8B e 8C), respectivamente.

Adicionalmente, as células MDA-MB-231 foram estimuladas com fator de
crescimento epidérmico (EGF), para inducdo de EMT, sendo esse fator chave nas
malignidades epiteliais € no aumento do crescimento tumoral com elevada expressao de
vimentina e auséncia de E-caderina (Controle) (Figura 9A e 9B). Posteriormente ao
estimulo com EGF, as células foram tratadas com a BthTX-II (10 e 50 pg/mL) e foram
capazes de diminuir a expressao proteica de vimentina e estimular a expressdo de E-

caderina (Figura 9A e 9B respectivamente).
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FIGURA 8: EFEITO DA BthTX-II NA EXPRESSAO DOS MARCADORES EMT DE
CELULAS MDA-MB-231 (A) O Tratamento com a BthTX-II promoveu uma regulagio positiva
do gene CDH-1 e modulagdo negativa dos genes MCAM, CTNNBI ¢ TWISTI, comparado ao
grupo controle, células sem tratamento (MDA-MB-231). (B) Analise por citometria de fluxo de
vimentina, E-caderina e CK-5 apds tratamento com BthTX-II (10 e 50 pg/ml). (C) Analise por
western blot de vimentina e actina ap6s tratamento BthTX-II (10 e 50 pg/ml). As bandas foram
quantificadas pelo software IMAGEJ e representadas no histograma ao lado. Os valores
representam média + S.D (n = 3). As diferencas entre tratamentos e controles foram analisadas

pelo Teste-t ndo pareado. Estatisticamente significativo: ** p <0,001.
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FIGURA 9: ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO DE VIMENTINA E E-
CADERINA APOS TRATAMENTO BTHTX-II (10 E 50 pg/mL) SOBRE CELULAS
MDA-MB-231 ESTIMULADAS COM EGF. (A) O tratamento com BthTX-II foi capaz de
induzir a expressdo da proteina E-caderina nas células MDA-MB-231 com e sem estimulo com
EGF em ambas concentragdes. (B) O tratamento com BthTX-II foi capaz de reduzir a expressao
da proteina vimentina nas células MDA-MB-231 com e sem estimulo com EGF. Os valores
representam média = S.D (n=3) de trés experimentos independentes analisados por Two-way

anova.
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10. Efeito antiangiogénico da BthTX-II

10.1. BThTX-II interfere na adesao e migracao de células HUVEC

O efeito antiangiogénico da BthTX-II foi inicialmente verificado sobre a inibigao
da atividade de adesdo e migragdo de células endoteliais humana (HUVEC) (Figura 10).
Diferentes concentragcdes de BthTX-II (3,15 a 50 pg/mL) inibiram a adesdo das células
HUVEC:s (figura 10A), sendo que na maior concentragcdo (50 pg/mL), a PLA; inibiu a
adesdo em aproximadamente 25% e nas demais concentragdes foi capaz de inibir entre

10 a 15% a capacidade de adesao celular.

O ensaio de migragao por “wound healing”” demonstrou que a BthTX-II também
interferiu na migracao das células HUVECsS apds o tratamento com 10, 25 e 50 pg (Figura

10B) (***p < 0,001).
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FIGURA 10: INIBICAO ADESAO E MIGRACAO (A) Interferéncia da BthTX-II na adesio
de células HUVECs pré-incubadas com BthTX-II (50, 25, 12.5, 6.25, 3.15 pg/ml) por 30 min.

(B) Ensaio de cicatrizago de ferida wound healing. A monocamada celular foi cultivada até a
confluéncia e no tempo experimental t = 0 foi feito uma fenda. Cada pogo foi fotografado no
tempo t = 0 e t = 24 horas apds o tratamento com BthTX-II (10, 25 ¢ 50 ug/ml). Os valores
representam a MEDIA £ S.D (n=3) de trés experimentos independentes, analisados por Two-
way ANOVA e pos-teste de Bonferroni *** diferencga estatistica (p <0,001) quando comparado

ao controle de células sem tratamento.
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10.2. BthTX-II inibe a formacao de vasos e diminui a producio do fator de

crescimento endotelial (VEGF) (modelo in vitro)

O tratamento com a BthTX-II reduziu significativamente a formagao de vasos
induzidos por bFGF (fator basico de crescimento fibroblasto) em Matrigel ™. No ensaio
in vitro foram quantificados uma média de 105 vasos no grupo controle, 20 vasos no
grupo tratado com a BthTX-II (10 pg/ml) e 6 vasos apoés o tratamento com 50 pg/ml.
Resultado esse que demonstra uma reducdo de 80% ou mais para ambos os tratamentos

(***p<0,001) (Figura 11A e 11B).

Nesse ensaio também foi quantificado os niveis de VEGF (fator de crescimento
endotelial) no sobrenadante de células HUVECs apds o tratamento com BthTX-II (10 e
50 pg/ml) em comparagdo com controle de células tratadas com PBS (controle negativo).
A PLA; reduziu para 960 e 740pg/ml, respectivamente os niveis de VEGF, quando

comparado com o controle (1250 pg/ml) (figura 11C ***p<0,001).
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FIGURA 11: INIBICAO DA FORMACAO DE VASOS IN VITRO PELA BthTX-II EM
CELULAS ENDOTELIAIS HUMANAS (HUVEC). A) Imagem representativa da inibigdo da
formagdo da rede de vasos de células HUVECS induzidas com bFGF em Matrigel apds pré-
tratamento com a BthTX-II (10 e 50 ug/ml). B) Representagdo grafica da quantificagdo do nimero
de vasos formados pelas células HUVEC apés 18 horas. C) Quantificagdo do nivel de VEGF
liberado no sobrenadante das células apds a formagdo de vasos. Todos os experimentos foram
realizados em triplicatas independentes e os valores representam média + S.D (n=3); diferencas
comparada entre os tratamentos e o controle de vasos formados e VEGF liberados, foram analisados
pelo One-way anova. Valores estatisticamente significativos foram representados por **p<0,05 e

*#%p<(0,001. Barra de escala, 200 um.
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10.3. BthTX-II inibe a formacio de vasos através do anel de aorta de

camundongos (modelo ex vivo)

O efeito antiangiogénico ex vivo em cultura com Matrigel™ induzido pela BthTX-
I foi confirmado pela redugdo da quantidade de microvasos celulares formados a partir
dos fragmentos de vasos adrticos dos grupos tratados com BthTX-II (10 e 50 pg/ml) e
comparados com o controle sem tratamento (Figura 12A). A Figura 12B representa os
valores numériocos de microvasos formados pelos brotamentos de anel adrtico formados
no controle em comparagdo com os tratamentos com BthTX-II (10 e 50 ug/ml), e a
diferenca entra os tratamentos foram analisados e representados no grafico %

angiogénese.
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FIGURA 12: INIBICAO DA ANGIOGENESE PELO MODELO EX VIVO (AORTIC RING
ASSAY). (A) Imagens representativas de microvasos celulares (indicado pelas setas) a partir de
fragmento de aorta retirado de camundongos em modelo ex vivo apos 7 dias de tratamento com BthTX-
IL. (B) Representagéo grafica da quantificagdo do nimero de microvasos formados pelos brotamentos
de anel adrtico formados no controle em comparagdo com os tratamentos. Diferengas comparada entre
os tratamentos ¢ controle foram analisados pelo One-way anova. Valores estatisticamente significativos

foram representados por **p<0,05 e ***p<0,001. Barra de escala, 200 pm.



Os fragmentos de aorta retirados de camundongos em modelo ex vivo apds 7 dias
de tratamento com BthTX-II foram fixados e corados por imunofluorescéncia, com
objetivo de examinar a estrutura e brotamento dos microvasos celulares. Na figura 13A
visualiza-se o controle com presenca de brotamentos de microvasos celulares que estdo
marcados com BS1-Lectin, corante endotelial especifico em verde, e em azul, exibe
marcagdo nuclear revelada com o corante (DAPI), nas jungdes entre os vasos formados.
Em contrapartida quando comparados o crescimento endotelial apds tratamento com
BthTX-II (50 pg/mL), ndo hé presenca de marcagdo para os microvasos em verde e pouca
marcagdo nuclear em azul (figura 13B), demonstrando a eficacia do tratamento na

angiogénese ex-vivo.

A Fase Bapl B51 Lectin Sabrepasicio

BEhTE
[50ug/mL]

FIGURA 13: COLORACAO POR IMUNOFLUORESCENCIA DA ANGIOGENESE
INDUZIDA NO MODELO DO ANEL AORTICO. Imagens de marcagio fluorescente de
microvasos induzidos por fator de crescimento em matrigel. (A) controle exibe presenca de
microvasos marcados com BS1-LECTINA-FITC (verde) e marca¢do nuclear em azul, corados com
DAPI. manchas em brotos endoteliais bem formados (controle) (B) ap6s tratamento com BthTX-II
(50 pg/ml), auséncia de marcagdo e formagdo de microvasos em verde, com poucos brotos com

marcagdo nuclear com DAPI (azul). barra de escala, 200 uM.
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10.4. BthTX-II inibe a angiogénese tumoral pelo ensaio de co-cultura de

células MDA-MB-231 e HUVEC

A fim de avaliar a interacdo das células endoteliais com as células epiteliais
mamarias cancerigenas foi realizado o ensaio de co-cultura celular em 3D. Os esferdides
de mama pré-formados foram adicionados as redes de vasos endoteliais pré-formados em
matrigel. A figura 14A apresenta os grupos controle (MDA-MB-231 + HUVEC) onde se
observa o encontro entre os esferdides de mama, representado pelas setas azuis, em
contato com os vasos endoteliais. Nas imagens posteriores, as cé¢lulas HUVEC estao
marcadas em vermelho, tornando possivel ver toda a extensdo dos vasos em 24h. As
células MDA-MB-231 estdo marcadas em verde podendo identificar com 24h maior
aglomerado de células TNBC. Também ¢ importante salientar que o co-cultivo de células
HUVECs e MDA-MB-231 foi capaz de induzir alteragdes na morfologia das mesmas

devido a interagdo entre elas.

As figuras (14B e 14C) representam os tratamentos com (BthTX-II 10 e 50pg/mL)
respectivamente por um periodo de 24h. O tratamento com 10pg/mL exibe efeito de
inibicdo na agregacdo celular, principalmente nas células endoteliais Em adi¢do, o
tratamento com 50pug/mL, exibe efeito na inibi¢do total da migragao e proliferacao da co-

cultura de células pelo periodo de 24h, comparados com o controle celular em matrigel.
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FIGURA 14: ANGIOGENESE TUMORAL, CO-CULTURA HUVEC/MDA-MB-231: A)
controle células MDA-MB-231 ¢ HUVEC, em co-cultura, representando modelo angiogénese
tumoral. Setas representam o encontro dos esferoides de células TNBC com vasos endoteliais
recém-formados. B) Tratamento com BthTX-II 10pug/mL em co-cultura de c€lulas, com inibigdo
da migragdo ¢ proliferacdo celular. C) Tratamento com BthTX-II 50ug/mL, com efeito total na

inibi¢cdo migragdo ¢ proliferacdo de c€lulas, apds 24h de tratamento ¢ em ambas as concentragdes.
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10.5. BThTX-II inibe a invasao em co-cultura de células MDA-MB-231:

HUVEC.

Células MDA-MB-231 co-cultivada com células endoteliais humana (HUVECs:)
em ensaio transwell/matrigel foram submetidas sob a a¢do de diversos estimulos (EGF e

bFGF) e tratadas com BthTX-II.

Células MDA-MB-231 apresentaram uma capacidade invasiva em matrigel de
73% e 63% quando cultivadas na presenca ou auséncia de células HUVEC,
respectivamente. As células MDA-MB-231 também foram estimuladas com EGF e bFGF
e apresentaram capacidade de invadir em 89% e 82,3%, apos os estimulos descritos,

respectivamente (Figura 15).

A BthTX-IT (10 pg/mL) inibiu a invasdo das células MDA-MB-231 em 50% em
sistema de co-cultura com células HUVEC. Na presenga de fatores de crescimento, a
toxina inibiu em 42% a invasdo exercida pelo EGF e 45% pelo bFGF, quando em

sistema de cocultura (MDA-MB-231+HUVEC).

Adicionalmente, quando as células MDA-MB-231, na auséncia ou presenca de
fatores de crescimento, bem como em sistema de cocultura foram tratadas com BthTX-II

(50pg/mL) apresentaram uma inibicao de 70% a 80% na invasdao em matrigel.
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FIGURA 15: INIBICAO DA INVASAO EM CO-CULTURA DE CELULAS TRATADAS
COM BthTX-II. Inibigdo dainvasdo de células em co-cultura MDA-MB-231 em matrigel-HUVEC
em franswell ¢ agdo da BthTX-II (10 ¢ 50 pg/mL) na presenga ou ndo de estimulos com EGF ¢
bFGF. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas independentes ¢ os valores
representam média + S.D (n=3); diferencas comparada entre os tratamentos ¢ o controle de célula
sem co-cultura foram analisados pelo Two-way anova. Valores estatisticamente significativos foram

representados por ***p<(0,001.
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10.6. BthTX-II inibe a angiogénese tumoral in vivo, através do ensaio Chick

Chorioallantoic Membrane (CAM).

Neste ensaio 25 matrizes de ovos de galinha fertilizados foram utilizados com 9 dias
de vida do embrido em formagao incubados com células TNBC. Durante a incubagao, a
viabilidade do embrido de galinha foi avaliada diariamente, como um pré-requisito para
completar o experimento e verificar a viabilidade dos mesmos. Foi observado o
crescimento tumoral em 18 ovos (72%). Apos 3 dias de inoculagdo, demonstrado pela
(figura 16A.2), representado pelas setas brancas mostra o desenvolvimento de novos
vasos (seta branca fina) a partir dos pré-existentes (seta branca espessa), e na (figura
16A.3) circulado em azul, mostra o tumor ja instalado e em estagio avangado, sendo a

partir desse momento que foi iniciado o tratamento.

O tratamento com a BthTX-II (10 e 50 pg/ml) foi realizado todos os dias a partir
do 4° dia de inoculacdo do tumor, sendo observado diariamente a formac¢ao dos vasos e
o crescimento dos tumores. A figura 16B demonstra a redu¢do dos vasos que nutrem o
tumor e uma diminui¢do de 52% do peso tumoral para o tratamento com BthTX-II
(10pg/ml). Houve uma reducdo no calibre dos vasos (Figura 16C), no tamanho dos
tumores (Figura 16D) e do peso tumoral (Figura 16E) apos tratamento. Como pode ser
observado na figura 16E, o peso tumoral reduziu cerca de 52% e 82% em relagdo ao

controle, apds o tratamento com a BthTX-II 10 ug/mL e 50 pg/mL, respectivamente.
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FIGURA 16: ANGIOGENESE TUMORAL IN VIVO, METODO CAM. A1) Controle ¢
crescimento tumor, A2) Forma¢do de novos vasos A3) Tumor desenvolvido B1) Inicio do
tratamento com BthTX-II (10ug/ml) B2) Apos 4 dias de tratamento com BthTX-II (10ug/ml) C1)
Inicio do tratamento com BthTX-II (50ug/ml) C2) Apéds 4 dias tratamento com BthTX-II
50ug/ml). D) Foto redugdo tumoral apods tratamento com BthTX-II representado ¢ ordem pelo
controle, 10 ¢ 50ug/ml. E) Peso dos tumores em (g).
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11. Discussao

Fosfolipases A> de pegonha de serpentes tém sido amplamente exploradas quanto
ao seu potencial antitumoral (Calderon et al., 2014; Azevedo et al., 2016; Silva, Lopes,
Teixeira, Gimenes, Azevedo, et al., 2018). Estas proteinas apresentam alto potencial na
terapia contra o cancer, uma vez que sio capazes de reconhecer e atuarem em diferentes
vias de morte, na inibi¢do de processos como a invasdo, proliferacdo e metastase do
cancer (Prinholato Da Silva ef al., 2015; Azevedo et al., 2016; Silva, Lopes, Teixeira,

Gimenes, Azevedo, ef al., 2018).

Neste intuito, o presente trabalho apresenta o efeito antitumoral, antimetastatico e
a inibicdo da Transicdo Epitélio-Mesénquima (EMT) em células de tumor mamadrio
altamente metastatico (MDA-MB-231), bem como o efeito antiangiogénico in vitro, ex
vivo e in vivo da PLA> BthTX-II, isolada da peconha de Bothrops jararacussu. A BthTX-
I, ¢ uma PLA, Asp-49, bésica, contendo 120 residuos de aminoacidos com massa
molecular de 13.976 Dalton (Dos Santos ef al., 2011). Esta proteina ¢ capaz de induzir a
agregacdo e secrecdo plaquetaria, induz efeitos miotdxico, edematogénico e hemolitico

(Murakami e Kudo, 2002; Murakami et al., 2008).

O potencial antitumoral da BthTX-II foi inicialmente demonstrado através do
efeito citotoxico da proteina sobre células de mama triplo negativas (MDA-MB-231) de
maneira dose-dependente, (figura 4A) similarmente como ja demonstrado para outra
PLA; (BnSP- 6) isolada da peconha de B. pauloensis (Azevedo et al., 2016). O potencial
citotoxico da BthTX-II foi significativamente menor em células MCF10A, uma linhagem
de células da mama nao-tumorigénica, indicando que BthTX-II possui efeitos
antitumorais especificos sobre linhagens de cancer de mama. Corroborando com nossos

resultados, a BthTX-I, uma PLA> Lys49 de B. jararacussu induziu citotoxicidade em uma
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linhagem celular de cancer murino (S180), linhagem celular de melanoma de
camundongo (B16F10) e linhagens de células Jurkat (Gebrim et al., 2009), demonstrando
potencial antitumoral na modulac¢ao de efeitos no ciclo celular e na redugao da viabilidade
de células da medula adrenal de rato (PC-12) e melanoma de camundongo (B16F10)
(Prinholato Da Silva et al.,, 2015). Além disso, BthTX-I foi capaz de induzir
citotoxicidade dose-dependente em células de adenocarcinoma de mama humano

(SKBR3)(Gebrim et al., 2009).

A fim de investigar o mecanismo citotoxico induzido pela BthTX-II, averigamos
os mecanismos de morte celular. Multiplas interagdes tém sido descritas sugerindo
interagdo entre os processos de apoptose, necrose e autofagia (Gump e Thorburn, 2011),
A caracterizagdo apoptotica, implica varios critérios, como alteragdes na morfologia
nuclear, especialmente fragmenta¢do e condensagdo da cromatina, e também a ocorréncia
de corpos apoptdticos que contém material nuclear, bem como redu¢ao do volume celular
e do encolhimento da membrana plasmatica. Estimulos intrinsecos ou extrinsecos podem
levar a apoptose, por meio de duas vias diferentes (Wang et al., 2008). Inclusive tem-se
levantado a questdo do paradoxo que existe na interagdo entre 0 mecanismo apoptotico e
autofagico e como o potencial terapéutico na autofagia pode ser importante para o
tratamento do cancer de mama (Gump e Thorburn, 2011). Diversos autores descrevem a
interagdo entre 0 mecanismo apoptdtico e autofagico e demostraram que as toxinas de
peconhas de serpente sdo capazes de ativar a autofagia e a apoptose no cancer de mama

(Yan et al., 2007; Kanematsu et al., 2010; Azevedo et al., 2016).

O efeito citotoxico da BthTX-II sobre células MDA-MB-231 pode estar
correlacionado com a indugdo de apoptose e autofagia. A BthTX-II foi capaz de induzir
a autofagia em células MDA-MB-231, mas ndo induziu esse efeito em células de mama
(MCF10A), mostrando seletividade para o TNBC. A toxina também foi capaz de induzir
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apoptose precoce e tardia em células MDA-MB-231 quando comparada ao controle, e foi
capaz de modular a expressdo de marcadores que caracterizam as vias de apoptose
extrinseca e intrinseca, o gene fator de necrose tumoral (7NF) e o seu receptor
TNFRSFIA, e os genes supressores de tumor BRCAI e BRCA2, CASPS, BIRCS5, MDM?2

e TP53.

O gene TP53 que codifica a proteina P53, um supressor tumoral, tem sido
associado a expressao de genes pro-apoptoticos em células cancerigenas (Bourdon ef al.,
2002). No trabalho de Azevedo e colaboradores (2016) foi demostrado que a PLA> Lys49
(BnSP-6) foi capaz de induzir a apoptose precoce e tardia além de modular positivamente
a expressao de diferentes genes relacionados a via da apoptose, como TNF, TNFRSF10B,
TNFRSFIA e CASPS, e foi capaz de diminuir a expressdo dos genes anti-apoptdticos
BCL2 e BCL2L (Azevedo et al., 2016). Além das vias intrinsecas e extrinsecas da
apoptose foram investigados também a modulagdo de outros fatores, conhecidos como
mediadores do processo de apoptose celular, como por exemplo a via do p53. A expressao
da proteina p53 (supressor tumoral) estd relacionada com a ativagdo da expressao de
genes pro-apoptdticos prevenindo assim a instalag@o e progressao do cancer (Nigro et al.,

1989; Bourdon et al., 2002).

Um dos métodos mais confiaveis para estudar a morte celular ¢ medir a fuga de
componentes celulares de células cultivadas, quando a integridade da membrana ¢
alterada e especialmente a medi¢do de proteinas intracelulares (mais frequentemente
enzimas) em sobrenadantes de culturas celulares, por isso o uso frequente desses ensaios
para experimentos de descoberta de novas drogas. A lactato desidrogenase (LDH) ¢
utilizada ha muito tempo como um marcador de morte celular para modelos in vitro, uma
vez que a LDH ¢ liberada através do rompimento da membrana celular apos a morte
celular. (Flores ef al., 2019). Por isso, avaliamos a atividade da LDH no sobrenadante de
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células MDA-MB-231 tratadas com BthTX-II. Este resultado pode justificar a presenca
de células apoptdticas necroticas ou tardias observadas no presente estudo. Esses achados
corroboram os dados obtidos para BthTX-I, que promoveu a morte em varias linhagens

celulares de cancer por apoptose e necrose (Prinholato Da Silva et al., 2015).

Além da resisténcia a morte celular, Hanahan e Weinberg, 2011, descreveram seis
eventos moleculares importantes e que estdo envolvidos na carcinogénese. A ativacao de
vias proliferativas, € um dos eventos primordiais para a ativagao dos processos de
invasdo, metéstase e angiogénese (Hanahan e Weinberg, 2011). No presente estudo,
demonstramos que a BthTX-II inibe a proliferagdo celular e promove a parada do ciclo
celular em Sub-G0O em células TNBC. Nossos dados sdo consistentes com a literatura, a
qual j& demonstrou tais efeitos inibitorios de PLA: sobre a proliferacdo por 24,48 ¢ 72 h
em células de cancer da mama MDA-MB-231 (Silva, Lopes, Teixeira, Gimenes,
Azevedo, et al., 2018). Além disso, diferentes componentes da peconha de serpentes,
como a macrovipecetina, uma lectina da pegonha de Macrovipera lebetina, induziu
efeitos semelhantes como a inibi¢do da proliferacdo, migracdo e a invasdo de células de

melanoma humano SK-MEL-28 (Hammouda et al., 2018).

A fim de obter informagdes sobre a sobrevivéncia e proliferacio de MDA-MB-
231 ap6s o tratamento com BthTX-II, a progressao do ciclo celular foi avaliado bem como
a expressdo de alguns genes nessa via. Além dos pontos de controle controlados
internamente (Checkpoints), existem dois grupos de moléculas intracelulares que regulam
o ciclo celular. Estas moléculas promovem o progresso da célula para a proxima fase
(regulacdo positiva) ou param o ciclo (regulacdo negativa). Varias Kinases dependentes
de ciclina (Cdks) e seus parceiros de ciclina (proteinas) que controlam a progressao do
ciclo. Ciclinas do tipo D, em associagdo com CDK4 e CDK6, promovem a transi¢ao da
fase G1 para S pela fosforilacao da proteina retinoblastoma (pRB), liberando assim o fator
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de transcricdo E2F, que levam a expressdo de um subconjunto de genes alvo E2F
associado a proliferagdo (Casimiro ef al., 2012). Além disso, a ciclina D1 ¢é superexpressa
em um subconjunto de canceres humanos, incluindo cancer de mama (Fu et al., 2004).
De acordo com nossos dados, a analise do mecanismo do ciclo celular mostrou que a
interrup¢do da fase sub-GO induzida por BthTX-II foi mediada principalmente pela
regulacdo negativa das proteinas reguladoras do ciclo celular CDC254, Ciclina DI,
Ciclina E e E2F-1. Esses resultados corroboram a inibi¢do da prolifera¢do e indugdo da

apoptose observada neste trabalho apos o tratamento com BthTX-IIL.

Algumas PLA»s de peconha de serpentes também foram capazes de induzir uma
mudanga na distribui¢ao do ciclo celular nas células cancerigenas. A BthTX-I, uma PLA;
homologa a utilizada em nosso estudo, modulou os efeitos no ciclo celular das células
cancerigenas PC-12 e BI6F10, promovendo assim um atraso na fase G0/G1 (Prinholato
Da Silva et al., 2015). A toxina da peconha de serpente de Vipera lebetina turanica (SVT)
inibiu o crescimento celular de células de cancer de prostata humano por induzir apoptose
e parar o ciclo na fase G1-S com expressdo decrescente de kinase 4 dependente de ciclina,
Ciclina D1 e Ciclina E (Son et al., 2007). E a BnSP-6 de B. pauloensis, promoveu parada
significativa do ciclo celular na fase Sub-G1 com diminui¢ao na fase G1 e aumento na
fase G2 / M as 24 h pos-tratamento de células MDA-MB-231 (Silva, Lopes, Teixeira,

Gimenes, Azevedo, et al., 2018).

O processo metastatico de células tumorais ¢ considerado o evento de maior
importancia e um dos maiores responsaveis pelo aumento da malignidade no cancer. Este
processo depende da capacidade dessas células em aderir, migrar e invadir outros tecidos
(Hunter et al., 2008). Nesse contexto, o efeito antimetastatico apresentado pela BthTX-II
em células MDA-MB-231 foi observado através da inibicao da adesdo celular, migragao,
invasdo e crescimento 3D (esferdides), eventos importantes no processo metastatico. O
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tratamento com a BthTX-II também diminuiu a expressdo de proteinas e genes de
integrinas (a2, f1, avf3). As integrinas sdo proteinas transmembrana heterodiméricas,
pertencentes ao grupo de moléculas de adesdo celular (CAMs), formadas por duas
subunidades, as quais estdo ligadas ndo covalentemente entre si, permite comunicagao do
citoesqueleto das células aos componentes da matriz extracelular (Ramovs et al., 2017).
Assim, as integrinas sdo componentes chave durante a adesdo celular, migragdo e

disseminagdo do processo metastatico.

Acerbi (2015) relatou que a invasdo e a progressao do cancer de mama humano
estdo correlacionadas com a ativacao de elevados niveis de colageno (Liu et al., 2008;
Desgrosellier e Cheresh, 2010). A integrina B1 suporta a migragao celular, enquanto aV-
B3 exerce papel importante na angiogénese tumoral e metastase. Notavelmente, como
visto no experimento anterior, BthTX-II foi capaz de inibir a adesdo na presenca de
colageno e fibronectina, corroborando com os resultados encontrados com uma
diminuicdo significativa da expressdo de integrinas Bl e o2, que estd associada a
remodelacdo de coldgeno por elevados fatores de crescimento (B., 2013; Acerbi et al.,

2015).

Bazza e coloboradores (2009) demonstraram que a MVL-PLA», uma fosfolipase
Az de  Macrovipera lebetina, inibe eficientemente a adesdo e migracdo de células
tumorais, além de afetar a fun¢do destes receptores de adesao a substratos como fibrina e
fibronectina através de integrinas avp3 e a5p1 respectivamente (Bazaa et al., 2009). Um
outro estudo foi demonstrado pela PLA; CC-PLA;-1 e CC-PLA;-2 da pegonha de
Cerastes cerastes, que inibiram de forma dose-dependente a adesdo de melanoma IGR39
e células de fibrossarcoma HT1081k0 ao fibrinogénio e fibronectina (Bourdon et al.,

2002).
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As matrizes extracelulares sdo constituidas por uma malha de diferentes
combinagdes de coldgenos, proteoglicanos, acido hialuronico e vérias glicoproteinas
como a fibronectina e a laminina, que preenchem a maioria dos espagos intercelulares. A
adesdo das células vizinhas as matrizes extra-celulares determinam o seu formato,
mantém a funcdo celular adequada e a integridade do tecido (Lee et al., 1997). A matriz
extracelular também auxilia no ancoramento das células, sinaliza o trafego, dirige a
diferenciagdo celular, promovem a adesdo e migragdo celular. Existem quatro classes
principais de receptores celulares envolvidos nas interagdes célula-célula e célula-matriz:
integrinas, selectinas, caderinas e a superfamilia de receptores de imunoglobulinas

(Ruoslahti et al., 1987)

Em adi¢@o, como a transi¢ao epitélio-mesenquima (EMT) ¢ um evento essencial
no desenvolvimento da neoplasia invasiva e metastatica do cancer, sendo considerada um
dos marcadores do cancer (Foroni ef al., 2012), também demonstramos a modulagdo de
alguns marcadores epiteliais e mesenquimais em células MDA-MB-231 apds o
tratamento com a BthTX-II. O tratamento diminuiu a expressdo do gene MCAM, que ¢
também conhecida como a molécula de superficie associada a metastase do melanoma,
sendo posteriormente definida como um marcador de progressdo do tumor e formacao de
metastases. Esta molécula é uma glicoproteina de membrana célcio-independente,
contem motivos responsaveis por reconhecer proteinas do tipo Kinases. Alguns estudos
demonstraram que sua expressdao quando exacerbada em diferentes linhagens de células
tumorais esta associada com os processos de progressdo ¢ metastase do cancer, além de
ser identificado como indutor de EMT e de células tronco mesenquimais (Ishikawa et al.,

2014).

A BthTX-II diminuiu significativamente a expressdo dos genes TWISTI e
CTNNBI, esses genes contribuem para ativagdo do processo de metastase tumoral e sdo
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superexpressas em uma variedade de tumores (Zhu et al., 2016). Por outro lado, a
expressdao do gene CDH]I foi regulada positivamente e o nivel da proteina E-caderina
aumentou apo6s tratamento com BthTX-II. A caderina-E ¢ uma molécula chave para
estabelecer as jungdes aderentes de células epiteliais que atuam para diminuir a
agressividade das células TNBC, ou seja, inibir a EMT. A regula¢do negativa da caderina-
E estd associada a certas caracteristicas malignas, incluindo progressao tumoral, perda de
diferenciagdo, invasio e¢ metastase ¢ a estimulagdo da atividade da E-caderina na
superficie celular, age de forma antagdnica, ou seja, inibindo a progressao metastatica

(Shimoyama et al., 1989; Petrova et al., 2016).

Nossos resultados também demonstraram a redugdo da expressdo de duas
proteinas importantes para o desenvolvimento do processo metastatico de células TNBC
apods o tratamento com BthTX-II: vimentina (um filamento tipo III que ¢ expresso em
células mesenquimais) e a proteina CK-5, responséavel pelo pior prognostico do cancer de
mama triplo negativo (Abdelrahman et al., 2017; Hashmi et al., 2018; Orlandini et al.,
2018). Corroborando com nossos achados, Tsai (2016) relatou que o tratamento de células
MDA-MB-231 com CTX III, um polipeptideo basico isolado de Naja-naja atra, reduz os
biomarcadores mesenquimais (vimentina e N-caderina), diminuiu a expressao de SNAIL
e TWISTI e restaura o nivel epitelial do biomarcador (E-caderina) em células MDA-MB-
231 induzidas por EGF. Curiosamente, a BthTX-II também alterou estes biomarcadores
em células MDA-MB-231 estimuladas com EGF, bem como em células sem estimulo de
EGF apés tratamento. Tsai (2016) associou esses efeitos a ativagdo a jusante do
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/AKT e ERKI1/2 (Tsai et al., 2013), sugerindo que a
CTX III reverteu potentemente o processo de EMT nas células MDA-MB-231 (Tsai et

al., 2016a). Em nosso estudo, demonstramos a regulacao negativa dos genes AKTI e

102



AKTS3 por BthTX-II em TNBC, sugerindo que esta PLA> também pode inibir metastases

e EMT em células MDA-MB-231, interferindo na via (PI3K)/AKT.

A figura 17 apresenta de forma sintetizada, os principais efeitos induzidos pela
BthTX-II durante a expressdo de genes e proteinas envolvidos nas vias de sinalizagdo
que envolvem o ciclo celular, apoptose e no processo de metastase, em células MDA-
MB-231. Resumidamente, sugerimos que esses efeitos podem iniciar apds a interagao da
BthTX-II com receptores (crescimento epidérmico), fosfolipideos ou integrinas da
membrana (Lomonte et al., 2003; Bazaa et al., 2009; Silva, Lopes, Teixeira, Gimenes,
Azevedo, et al., 2018), presentes na superficie celular do TNBC interferindo na via PI3K-
AKT, responsavel pela manutencao da sobrevivéncia celular e pelo escape a apoptose. A
regulacdo negativa de genes importantes, como CDC254, CCNDI, CCNEI, E2F1I e
TWISTI, bem como proteinas CK-5 e vimentina, também pode provocar a inibi¢cdo do
ciclo celular, proliferacdo, invasdo e metastase, respectivamente. Em paralelo, a
expressdo do gene epitelial CDH-1 (E-caderina) pode reforcar a inibi¢do do fendtipo
metastatico, reduzindo assim a agressividade do TNBC. No entanto, apesar da relevancia
de nossos achados, a descoberta do alvo da BthTX-II em células MDA-MB-231 se faz

necessario para o melhor entendimento de seu mecanismo antitumoral e antimetastatico.
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Figura 17: DIFERENTES EFEITOS DA BTHTX-II SOBRE VIAS DE SINALIZACAO. Modclo
representativo dos efeitos antimetastaticos ¢ antitumorais da BthTX-II em uma célula de cancer de mama
humana (MDA-MB-231). A BthTX-II interfere em diferentes genes ¢ proteinas envolvidas na apoptose
através da ativagdo ¢ inibigdo do gene TP53, proteina tumoral p53; PI3K, fosfoinositido-3-quinase; AKT,
serina / treonina quinase, Casp8, caspase 8; BAD / BAX. Associado aos agonistas de morte celular; Bel2 /
BCL2-L-Bcl-2 like; MAP2K, cascata de proteina quinase ativada por mitogeno; metastase ¢ a transigdo
epitelial-mesenquimal pela ativagdo de CDH-1, E-caderina, BRCA1 / 2 ¢ inibi¢do do gene CDC25A,
fosfatases CDC25 de classe Il Cys, CCNDI, ciclina D1, como inicio precoce da resposta ao ciclo celular.

Setas azuis significam regulagdo positiva ¢ setas laranja significam regulagio negativa.

A metastase representa o ponto final de muitos eventos letais promovidos pelas
células tumorais e a angiogénese desempenha um papel fundamental neste processo. A
proliferacdo e a sobrevivéncia das células tumorais dependem dessa vasculatura para

fornecer oxigénio e nutrientes adequados para o metabolismo celular tumoral. As redes
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de comunicagdes que se estabelecem entre as células tumorais e as células ndo neoplasicas
no microambiente de tumores primarios desempenham papel crucial no crescimento e
desenvolvimento das metéstases, bem como na modulacdo de genes que atuam na
diferenciagdo e invasdo (Hobson e Denekamp, 1984; Gupta e Massague, 2006; Langley

e Fidler, 2007).

O efeito antiangiogénico da BthTX-II foi avaliado inicialmente sobre células
HUVECs. Neste contexto, quando as células foram tratadas com a BthTX-II (10 e 50
ng/ml) resultaram na diminuicao da sua capacidade de adesdo e migragdo, esse fato pode
explicado devido a capacidade da toxina modular efeitos anti-angiogénicos, visto que
resultados semelhantes j& foram observados com outras toxinas de serpentes, como por
exemplo a MVL-PLA; de Macrovipera lebetina, inibiu significativamente a angiogénese
in vitro € in vivo, através da remodelagao do citoesqueleto de actina e pela integrina o333
(Bazaa et al., 2010). A desintegrina da peconha de cerastes cerastes modulou efeitos
antiangiogénico in vitro € ex vivo em ensaio modelo aorta e inibiu integrinas avf3 e a5p1

(Ben-Mabrouk et al., 2016).

Interessantemente, quando as células HUVEC foram cultivadas em monocamada
para avaliagdo da inibicdo da adesdo e migragdo, foi verificado um efeito menos
expressivo da BthTX-II do que na reducao da neo-angiogénese. Assim, a capacidade da
BthTX-II em reduzir a formagao de novos vasos foi verificada na presenca do bFGF, fator
de crescimento e proteina sinalizadora, codificada pelo gene FGF. Ele possui ampla

atividade mitogénica e atua na sobrevivéncia celular (Kim, 1998; Skjerpen et al., 2002).

Durante a invasdo tumoral, ocorre a indug@o no crescimento dos vasos sanguineos
(angiogénese), através da secre¢do de bFGF, VEGF, entre outras proteinas. O bFGF esta

presente nas membranas basais e na matriz extracelular subendotelial dos vasos

105


https://en.wikipedia.org/wiki/Signaling_protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Gene

sanguineos e durante a invasdo tumoral, ocorre indugdo no crescimento dos vasos
sanguineos e estimula todas as fases do crescimento de novos vasos sanguineos:
proliferacdo e migracdo de células endoteliais, a formacdo de um tubo capilar e a
remodelacdo da rede vascular em 6rgdos (Skjerpen et al., 2002; Tong e Yuan, 2008;
Gacche e Meshram, 2014). Assim, quando na presenga de bFGF a BthTX-II (10 e
50ug/mL), demonstrou sua capacidade em inibir a forma¢ao de novos vasos em células

endoteliais humana (HUVECs) em matrigel (angiogénese in vitro).

Diversos estudos indicam que os ativadores angiogénicos desempenham um papel
importante no crescimento e disseminagao de tumores, e além disso, a correlagdo entre a
expressao de VEGF e inducdo pelo bFGF estdo altamente envolvidas na proliferagao
tumoral, transformacdo celular maligna e padrdes aberrantes de vascularizagdo corneana
(Furudoi et al., 2002; Han et al., 2012). Resultados semelhantes a esses para as pegonhas
de serpentes também foram observados. Uma cistatina recombinante, derivada de
peconha de serpente, apresentou efeito anti-angiogé€nico in vitro e in vivo, através da
inibicdo de VEGF e bFGF (Xie et al., 2013). Bothropoidina, uma metaloprotease de B.
pauloensis diminuiu a viabilidade e adesdo de células endoteliais em Matrigel e inibiu a

angiogénese in vitro em Matrigel estimulado por bFGF (Guimaraes et al., 2017).

Além da capacidade em diminuir adesdo e migracdo em células endoteliais e
inibi¢do da formacao de vasos, demonstrou a significativa redu¢do dos niveis de VEGF,
apos o pré-tratamento com BthTX-II, produzidos pelas células endoteliais em matrigel,
apos estimulo com bFGF, sugerindo entdo, um possivel mecanismo antiangiogénico
induzido pela BthTX-II. Vale relatar que o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) possui importante atividade pro-angiogénica, com efeito mitogénico e

antiapoptdtico nas células endoteliais. Ele tem capacidade de aumentar a permeabilidade
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vascular e € responsavel por estimular a proliferagdo e migracao de células endoteliais

durante o processo de angiogénese tumoral (Sasaki et al., 2013; Melincovici et al., 2018)

A fim de corroborar e reforcar os achados de inibicao da formacao de vasos in
vitro, bem como avaliar a capacidade do endotélio em formar novos vasos (neo-
angiogénese), neste estudo foi avaliado o comportamento aortico (ex vivo) na formagao
de novos vasos, originado de um vaso pré-existente, a partir de brotamentos de células
endoteliais. Fragmentos de aorta de camundongos Balb-c, cultivados em matrigel: bFGF
por um periodo de 7 dias, exibiram formac¢do de novos brotamentos e estrutura de
microvasos endoteliais. Os resultados comprovaram que apds o tratamento com a BthTX-
IT em todas as concentragdes, houve reducdo da capacidade de formagao de novos vasos
a partir de vasos pré-existente, fato esse avaliado por um periodo de 7 dias, quando
comparados com o controle sem tratamento. Em conjunto, esses estudos indicam que o
endotélio intimal da aorta tem capacidade angioformativa completa e foi um dos
principais contribuintes para o crescimento angiogénico (Silva et al., 2008; Baker ef al.,

2011; Gimenes et al., 2017).

Brotos de microvasos endoteliais crescem a partir dos anéis e sao percebidas 3
fases: crescimento, exponencial e regressao. Antes da fase de regressao, os anéis podem
ser corados por meio de ensaios de imunofluorescéncia, cujo objetivo ¢ de analisar a
estrutura do vaso e brotamento (Fitzpatrick et al., 2003; Baker et al., 2011). Dessa forma,
foram identificados em verde, brotos microvasculares de células conectadas a base do
anel aortico, e em contrapartida esses brotamentos ndo foram observados apds o
tratamento. O ensaio de formacdo vasos através anel aortico (aortic ring), confirma o

potencial anti-angiogénico da BthTX-II.
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A formagdo de novos vasos ou tibulos in vitro, ¢ um substituto para a angiogénese
tumoral in vivo, como demonstramos at¢ o momento, porém uma rede interligada
mimetizando um microambiente tumoral in vitro ¢ de extrema importancia, para simular
a angiogénese e assemelhar as condi¢des in vivo, além de destacar que a comunicagao
intercelular desempenha um papel fundamental na progressdo e invasdo do cancer,
provavelmente devido a vascularizagdo do tecido tumoral e na modificagdo do
comportamento celular, secretando uma variedade de fatores de crescimento, quimiocinas
e proteases que desempenha papel direto na resisténcia as terapias direcionadas e

recorréncia dos tumores no cancer mama (Pinto et al., 2014; Eiro et al., 2018).

Em adigdo, analisamos em modelo de co-cultura angiogénese tumoral 3D que
permite avaliar terapias antiangiogénica de forma mais direcionada. Células Endoteliais
Vasculares de corddo Umbilical humano (HUVEC) cultivadas em co-cultura com células
de mama triplo negativas MDA-MB-231 em matrigel transwell, demonstrou maior
capacidade invasiva apés co-cultivo. E importante salientar que esse co-cultivo
estimulado com fatores de crescimento bFGF e EGF, tornam a célula TNBC com maior
resisténcia e com maior capacidade invasiva ao endotélio vascular (Millette et al., 2006;

Sasaki et al., 2013; Amann et al., 2017).

A acdo BthTX-II nas células (MDA-MB-231 e HUVEC) inibe significativamente
os efeitos de invasdo, representando mais de 60% dessa capacidade de inibi¢do. Estudo
obtidos com células de mama e células HUVEC em co-cultura endotélio-epitélio criado
a partir de estruturas 3D foram avaliados de forma promissora usando cultura de células
do estroma para estudar novos compostos antitumorais potenciais. Um estudo, com a
BjussuLAAO-II de Bothrops jararacussu, demonstrou efeito citotoxico e genotdxico em
modelo de co-cultura de células HepG2-HUVEC (Machado et al., 2019). Esses dados
sugerem que os fatores liberados pelas células tumorais podem regular positivamente a
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expressao dos receptores nas células endoteliais associadas ao tumor, e que as redes de
comunicagdes que se estabelecem entre as células tumorais e as células ndo neoplasicas
no microambiente de tumores primarios desempenham um papel crucial no crescimento

e desenvolvimento de metastases (Amann et al., 2017; Eiro et al., 2018).

A inibicao do crescimento e angiogénese tumoral induzidos pela BthTx-II também
foram analisados in vivo utilizando o modelo de membrana corioalant6ide de embrido de
galinha (CAM) (Chen et al., 2013). Apds o tratamento com BthTX-II (10 e 50 pg/ml) por
periodo de 7 dias, o peso do tumor foi reduzido em 52% e 80% respectivamente, sendo
importante relatar que no fim do experimento, todos os embrides estavam vivos e que o

tratamento nao foi tdxico para o embrido.

Os ensaios em CAM tém sido amplamente estudados em diversos tipos de
canceres como um alvo importante para suprimir sua proliferagdo, sobrevivéncia,
metastase ¢ angiogénese em tumores de glioma, osteossarcoma e carcinoma de colo;
todos os estudos relatam a viabilidade de usar o embrido de galinha como um sistema
modelo alternativo para analisar varios aspectos da biologia do tumor (Richardson e

Singh, 2003; Strojnik et al., 2010; Lokman et al., 2012; Cao et al.,2013; Lin et al., 2013).

Sabe-se que angiogénese fisiologica ocorre principalmente durante a
embriogénese cuja funcdo ¢ acomodar os requisitos de desenvolvimento e, por esse
motivo, apenas 0,01% das células epiteliais (ECs) sofrem divisdo celular em adultos
(Bielenberg e Zetter, 2015). No entanto, a angiogénese desempenha um papel critico em
uma variedade de condigdes patologicas como ja relatamos € como no cancer ¢ importante
essa nova rede para nutrigdo. Porém quando essa oferta ¢ insuficiente pode levar a

apoptose ou necrose das células tumorais, dependendo da agressividade das cancerigenas

e do ambiente que esta inserido (Rajabi e Mousa, 2017). Portanto, o desenvolvimento de
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novos agentes capazes de inibir essa angiogénese e reduzir a agressividade do cancer

representa um novo paradigma na prevengao e tratamento do cancer.

12. Conclusao

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez os efeitos antitumorais,
antimetastaticos e antiangiogénicos da PLA> BthTX-II. Esta proteina foi capaz de induzir
morte celular, inibir a prolifera¢do, adesdo, migracdo, invasdo celular e crescimento de
estruturas em 3D (mamosferas), reduzindo assim a agressividade das células TNBC.
Além disso, a BthTX-II dimiuiu a expressdo de importantes genes e proteinas envolvidas
no processo metastatico dessas células como vimentina, 7TWIST1, CK-5 e possibilitou que
apos o tratamento houvesse um aumento significativo da expressdo da proteina E-
caderina bem como do seu gene (CDH-1), levando a célula triplo negativa a assumir um
fenotipo epitelial diminuindo assim sua agressividade. A BthTX-II também foi capaz de
inibir o crescimento de novos vasos in vitro € ex vivo, além de inibir a invasdo € o
crescimento em co-cultura de células HUVEC e MDA-MB-231. No modelo in vivo em
embrides de galinha (CAM), a proteina foi capaz de reduzir a massa tumoral e o processo
de angiogénese no ensaio de membrana (CAM). Diante dos efeitos, demonstramos o
grande potencial da BthTX-II para compreensdo do mecanismo de agdo da fosfolipase A
no cancer de mama, evidenciando que os resultados advindos desse estudo sugerem que
a BthTX-II pode se tornar um protdtipo em potencial para o desenvolvimento de farmacos

antitumorais na terapia contra o cancer de mama triplo negativo.
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