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APrcscntaqéo

Dentre as diversas alteragbes observadas em células cancerigenas,
umas das mais expressivas sao aquelas relacionadas as vias de proliferacao e
manutencao celular. O ciclo celular € o conjunto de processos que ocorrem em
uma célula visando crescimento e divisdo da célula. As alteracdes observadas
no ciclo celular de células cancerigenas estdo, geralmente, nos pontos de
regulagcao e controle do ciclo, ocasionando alto indice de proliferacao das
mesmas. O principal motivo dessas alteragdes sdo mutagdes genéticas em
genes que codificam proteinas que regulam e promovem o0s processos de
reparacdo de danos na molécula de DNA, ou que induzem/controlam
processos de morte celular. Grande parte dessas proteinas estdo também
relacionadas as quatro fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M). O céancer de
mama € a neoplasia mais comum entre as mulheres em todo mundo e se
configura no segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres no Brasil.
Esse tipo de cancer é classificado segundo seus subtipos moleculares e parte
da estratégia terapéutica € baseada nas caracteristicas moleculares de cada
subtipo. O cancer de mama triplo negativo € o subtipo molecular que nao
apresenta nenhum marcador especifico que permita uma terapéutica especifica
e eficaz, por isso, € constante a busca por novos agentes terapéuticos que
sejam capazes de combater esse subtipo de cancer de mama. Pecgonhas
animais sao ricas fontes de biomoléculas com grande potencial farmacoldgico a
ser explorado. Com base nisso buscamos neste trabalho avaliar a atividade
antitumoral de uma fosfolipase A2 Lys-49, denominada BnSP-6, isolada da
peconha de Bothrops pauloensis, uma serpente comum em regides do sudeste
do Brasil. Para avaliarmos a acado antitumoral da toxina, buscamos por
métodos que fossem capazes de elucidar a agcao citotoxica e genotdxica da
mesma, assim como a interferéncia da PLA2 sobre o ciclo celular em células
MDA-MB-231, uma linhagem de cancer de mama triplo negativo, com alta
capacidade proliferativa e metastatica.

Para a apresentacdo deste trabalho, foram utilizadas normas do
programa de Po6s-Graduagdo em Genética e Bioquimica da Universidade

Federal de Uberlandia — MG e da Associagcao Brasileira de Normas Técnicas



(ABNT). Este trabalho foi dividido em dois capitulos, sendo o Capitulo 1 a
Fundamentacido Tedrica que descreve aspectos importantes no entendimento,
relevancia e objetivo deste estudo. O Capitulo 2 apresenta um artigo intitulado:
“Efeito Citotéxico e Genotdxico de uma fosfolipase Az isolada da pegonha de
Bothrops pauloensis sobre células de cancer de mama triplo negativo: Uma
analise sobre o ciclo celular”, nos moldes do Programa de Pés-Graduagao em

Genética e Bioquimica e da ABNT.



Capitu'o Ol

1. Fundamentacgao tedrica

1.1 Cancer

O cancer é resultante de uma neoplasia oriunda da alteragdo na
expressao de multiplos genes que levam a desregulagcdo de processos
celulares naturais, tais como, divisdo e diferenciacdo. Essas alteracoes
resultam em um desequilibrio no balango entre os processos de proliferagao e
morte celular favorecendo assim, um crescimento celular anormal que resulta
num aglomerado de células desreguladas, formando o que é chamado de
tumor. Dependendo da sua malignidade, tumores podem invadir tecidos
vizinhos ou metastizar em tecidos distantes, causando morbidez e, se n&o
tratado, morte do hospedeiro (RUDDON, 2007).

O cancer é causado por uma somatoria de fatores internos e externos do
individuo. Os fatores internos mais comuns sao danos nao reparados no DNA,
pré-disposicdo genética, disfungbes hormonais, obesidade e condigdo imune
do individuo. Os fatores externos podem ser organismos infecciosos,
tabagismo, consumo de alcool e alimentagdo nao saudavel, bem como a
exposicao a fatores mutagénicos (WHO, 2016; ACS, 2015).

Os céanceres sao tradicionalmente classificados segundo o tecido e tipo
de célula que os originam. Os carcinomas, originados de células epiteliais s&o
0s mais comuns, abrangendo cerca de 80% dos casos de cancer. Os sarcomas
sao canceres originados de células de tecidos conjuntivos ou musculares. Ha
ainda canceres oriundos de células do sistema sanguineo e seus precursores,
denominados leucemias. Existem também linfomas, que tém como precursoras
células do sistema linfatico e blastomas, que sao tumores oriundos de células
de tecidos embrionarios ou de suas células precursoras (GOLUB, et. al., 1999;
PUBMED HEALTH, 2016; NCI, 2016).

Os cénceres mais comuns no mundo sdo os carcinomas, dentre eles,
destacam-se o céncer de pulmao, figado, estomago, intestino, colo-retal, mama
e esOfago, com indices de incidéncia diferentes entre os homens e mulheres
(WHO, 2016). No Brasil o cenario € um pouco diferente; o tipo de cancer mais

comum € o de pele ndo melanoma, seguido do cancer de mama feminino,



prostata nos homens e colon e reto em ambos os sexos. A figura 01 mostra a
estimativa de novos casos dos dez tipos de canceres mais comuns no Brasil
para 2016 em homens e mulheres (INCA, 2016).

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%
Traqueia, Bronguio e Pulmao 17.330 8.1% Golon e Reto 17.620 8,6%
Cdlon e Reto 16.660 7.8% Colo do dtero 16.340 7,9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5.2% Estémago 7.600 3,7%
Esdfago 7.950 3.7% Corpo do dtero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3.4% Ovério 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3.0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma nao Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*Niimeros arredondados para maltiplos de 10.

Figura 01: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil,
estimados para 2016 por sexo. exceto pele ndo melanoma. Fonte: INCA, 2016.

Em 2012, foram estimados 500 mil &bitos por cancer de mama em
mulheres de todo mundo. Estas mortes correspondem a 15% de todos os
Obitos por cancer em mulheres, sendo que 34% incidem em paises
desenvolvidos da Europa e América do Norte. Em geral, a incidéncia do cancer
de mama é maior em regides mais desenvolvidas socioeconomicamente.
Entretanto, a morte por cancer de mama se configura como a principal causa
de morte por cancer em mulheres nos paises em desenvolvimento, ja nos
paises desenvolvidos ocupa a segunda maior causa de morte por cancer entre
as mulheres, ficando atras apenas do cancer de pulmao (INCA, 2016; WHO,
2016; SIEGEL, et. al., 2016).

Uma das principais caracteristicas utilizadas para distinguir tumores
malignos de tumores benignos € a capacidade de invasdo que as células
tumorais malignas apresentam, invadindo inicialmente, o tecido de origem da
neoplasia, incluindo linfonodos, bem como a capacidade dessas células de
metastizar 6érgaos distantes via sangue periférico. Além disso, tumores
malignos sdo capazes de destruir o tecido adjacente, por sua alta capacidade
invasiva, ja os tumores benignos geralmente, sdo encapsulados, ndo invadindo
e assim, nao destruindo o tecido circunvizinho (NCI, 2016; STEEG, 2016;
WEINBERG, 2014).



Os tumores malignos sofrem um processo de desdiferenciagcédo, também
conhecido como anaplasia, assumindo fenoétipo diferente das células do tecido
de origem, enquanto que os tumores benignos geralmente ndo sofrem muitas
mudancgas fenotipicas e séo definidos pelo acumulo anormal de células. Outra
distingdo dos tumores malignos é que estes apresentam uma taxa de
crescimento significativamente maior do que tumores benignos, podendo se
desenvolver em semanas ou meses, enquanto que tumores benignos podem
levar anos para serem percebidos devido seu tamanho e desenvolvimento
lento (RUDDON, 2007; STEEG, 2016).

As células do cancer transgridem as regras basicas da biologia das
células que constituem os organismos multicelulares. Essas transgressoes
ocorrem por que nessas celulas ha diversas disfungdes genéticas e
bioquimicas que levam a alteragdes moleculares e teciduais. Essas alteragdes
sao relacionadas aos principais mecanismos de manutengdo e regulagao
celular, como vias de sinalizacdo e metabolismo da célula assim como, ciclo
celular e apoptose (morte celular programada) (LI, et. al., 2011; WEINBERG,
2014; RUDDON, 2007; STEEG, 2016).

As células tumorais apresentam metabolismo energético marcadamente
diferente das células normais. Além de absorverem niveis mais altos de
glicose, uma destacavel diferenga no metabolismo de tumores é a formacgao de
lactato como principal produto de degradagéo da glicose absorvidas por estas
células, ou seja, a maioria dos tumores, alguns até mesmo em um ambiente
com alta disponibilidade de oxigénio, tendem a degradar a glicose pela via
anaerodbica (WEINBERG, 2014; CAIRNS, et. al., 2011; HEIDEN, et. al., 2010).

Cerca de 90 % da glicose absorvida é degrada pela via anaerdbica em
varios tipos de tumores e diversas pesquisas ja demonstraram que essa
peculiaridade das células tumorais, conhecida como efeito Warburg, é uma
caracteristica de cerca de 80% dos tumores. Ainda sabe-se pouco sobre o
porqué dessas células apresentarem tal caracteristica, mas alguns estudos
apontam que essa € uma caracteristica adquirida pelas células devido a
hipdxia observada nesses tecidos durante o desenvolvimento da neoplasia.
Outro fator que pode corroborar para o efeito Warburg é o fato de que varios
intermediarios da via aerdbica, bem como seus produtos finais, principalmente

o ATP, regulam diversos processos celulares e a perda desses mecanismos de

5



regulacdo, pela deficiéncia desses compostos, podem favorecer o
desenvolvimento do tumor (WEINBERG, 2014; HEIDEN, et. al, 2010;
WARBURG, et. al. 1927).

Outra importante alteragcdo nas células tumorais é a disfungdo nos
mecanismos que acionam a morte celular programada, ou também chamada
de apoptose. A apoptose é um processo celular que consiste em uma série de
mudancas celulares distintas que ocorrem para garantir a eliminagcdo de todos
os tragos celulares, muitas vezes em uma hora apds o inicio do mesmo
(CAIRNS, et. al., 2011). O inicio da apoptose € marcado pela ativagdo da
proteina p53, um dos principais pontos de regulagcédo de toda a via (LI, et. al.,
2011; GASCO, et. al., 2002; THEORET, et. al., 2008).

A proteina p53 esta relacionada com diversas desordens metabdlicas,
principalmente aquelas oriundas por danos e/ou desordens no material
genético que podem ter ocorrido durante o crescimento ou em alguma fase do
ciclo celular. Quando ativada por danos no DNA, essa proteina desencadeia
uma resposta celular orquestrada e localizada para promover a reparacao do
dano. Entretanto, caso ndo seja possivel reparar o dano, essa proteina leva a
emissao de sinais que levarao a célula dar inicio a cascata de sinalizagado que
conduzira ao processo de morte celular programada (EGUREN, et. al., 2013;
GASCO, et. al., 2002).

A presenga de uma maquinaria apoptotica intacta, mesmo que latente, é
um risco permanente para a célula cancerigena em desenvolvimento, uma vez
que essa maquinaria pode induzir a morte celular a qualquer momento. Dessa
forma é de se esperar que em células tumorais, a expressao da proteina p53,
bem como outros pontos de regulagao dessa via, estejam desativados, inibidos
ou deficientes (GASCO, et. al., 2002; WEIBERG, 2014; RUDDON, 2007).

O ciclo celular € o mecanismo no qual as células dos organismos
eucariotos se replicam e é composto por uma sequéncia ordenada de eventos
reproduziveis que resultam na duplicacdo de uma célula, tendo como produto
final duas células genética e fenotipicamente iguais (GUTIERREZ, 2016). Nas
células tumorais, esse mecanismo encontra-se alterado, permitindo que essas
células apresentem alta taxa de proliferacdo, sendo essa uma das

caracteristicas mais marcantes das células cancerigenas (WEIBERG, 2014).



1.1.1 O Ciclo Celular e Cancer

O ciclo celular é vital para a manutencdo da vida nos organismos
multicelulares, pois, por meio desse processo altamente apurado e fielmente
orquestrado, células de um organismo sdo capazes de se replicar gerando
outra célula idéntica a cada ciclo, permitindo a manutengcdo de tecidos e a
reprodutibilidade de processos vitais para os organismos desde sua fase
embrionaria até a fase adulta. Por seu papel fundamental para a manutencao
das células e tecidos, alteragdbes no ciclo celular estdo associadas a
proliferacdo aberrante de células e, obviamente, ao cancer (MALUMBRES &
BARBACID, 2001; GUTIERREZ, 2016; NURBURY & NURSE, 1992; GERARD
& GOLDBETER, 2016).

O ciclo celular é composto de 4 fases, G1, S, G2 e M. G1 € o momento
que a célula inicia a transcricao e traducado de proteinas necessarias para as
fases seguintes do ciclo. Neste momento a célula aumenta seu tamanho devido
ao aumento de atividade citoplasmatica. Na fase S, ocorre a replicagao de todo
o DNA celular, ainda no envoltério nuclear. A fase G2 é marcada pela sintese
de proteinas que serdo necessarias para a fase seguinte do ciclo e pela
duplicacdo de organelas. A ultima fase do ciclo celular é a divisao celular,
definida como mitose (para as células tumorais), nesta fase as células dividem
todo o material citoplasmatico e genético. A mitose e citocinese representam
apenas 5% de todo o tempo do ciclo celular, mas € uma das mais sensiveis
fases do mesmo, devido as dramaticas mudangas que ocorrem na célula
(BSCB, 2016; GUTIERREZ, 2016).

A fase G1, geralmente é precedida por um estado quiescente das
células, também chamado de GO. Este estado quiescente ocorre quando as
células se encontram em um ambiente desfavoravel para a duplicagdo, devido
a falta de nutrientes ou sinais externos que indicam pausa no ciclo. A fase GO
apenas indica que a células pararam o processo de divisdo celular na fase G1,
ou seja, indica que as células estdo em quiescéncia. As células podem

permanecer dias, semanas ou até mesmo anos neste estado. Algumas ficam



permanentemente em GO e ndo voltando a se dividir depois de diferenciadas,
como os neurdnios, que permanecem até a morte tecidual ou do organismo em
G0. Outras células permanecem neste estado quiescente até receberem os
estimulos necessarios para prosseguir no ciclo celular. Este estado também
pode ser chamado de fase G1 tardia (GUTIERREZ, 2016; KAGAMI &
YOSHIDA, 2016; BSCB, 2016; MORGAN, 2007).

Se as condigdes extracelulares forem favoraveis e houver sinais de
crescimento e divisdo presentes, as células iniciam o processo de divisdo
celular e prosseguem na fase G1 do ciclo. Esses fatores externos sao os
principais cofatores para que a célula prossiga na fase G1. G1 é a fase mais
longa de todo o processo € € um ponto crucial para a divisdo celular, pois
antecede um importante e acurado processo, a duplicacdo do material
genético, observada na fase S (GUTIERREZ, 2016; GERARD & GOLDBETER,
2016).

A fase G1 apresenta dois pontos centrais de regulagdo que séao
essenciais principalmente, para checagem da integridade do material genético,
mas também sio pontos importante para reconhecer outras disfungdes que as
células possam apresentar, assim como para avaliar se as condi¢gdes, externas
e internas, estdo favoraveis para que a célula prossiga o ciclo. A primeira
checagem € conhecida como ponto de restrigdo da fase G1 e acontece nos
momentos finais da fase e € neste ponto que a célula avalia se as condi¢oes
externas e internas estao favoraveis para a continuacao do ciclo. Na segunda
checagem ¢é realizada a conferéncia da integridade do DNA para que a
replicacdo e divisdo ocorram corretamente, este pode ser chamado de
checkpoint G1 e é o ponto de checagem mais importante de toda a fase G1.
ApOs passar por esses monitoramentos e, se forem necessarias, as devidas
corregoes, a célula segue para a fase S, que acontece mesmo sem o0s
estimulos de fatores de crescimento e divisdo (HATTORI, et. al, 2015;
MORGAN, 2007; GERARD & GOLDBETER, 2016).

A fase S é a fase de sintese de DNA e ocorre entre as fases G1 e G2.
Através de uma sofisticada maquinaria proteica, as células duplicam todo o
material genético, que se encontra organizado e condensado em
cromossomos. Essa acurada replicagcdo do DNA de cada cromossomo, bem

como a duplicacdo das proteinas que compdem a cromatina € precisamente
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regulada, cromossomo por cromossomo, através da origem de replicagao
(ORC) de cada molécula cromossémica. Cada ORC ¢ iniciada apenas uma vez
em cada ciclo celular para o inicio da replicacdo de cada cadeia de DNA, ou
seja, cada cromossomo tem sua ORC iniciada apenas uma vez em cada ciclo
celular e s6 podera ser novamente usada, ou iniciada, na fase S do préximo
ciclo da célula. E nesta fase que as cromatides irmas sdo formadas, e sdo
mantidas unidas pela proteina coesina, até a mitose (GUTIERREZ, 2016;
HATTORI, et. al., 2015; WEIBERG, 2014). O ponto de checagem desta fase &
chamado de checkpoint de replicagdo do DNA e monitora danos que possam
ocorrer durante a replicagédo dos pares de base das moléculas de DNA na
forquilha de replicagdo (POLLARD & EARNSHAW, 2008).

Assim como G1, a fase G2 € um dos momentos em que as células estao
se preparando para as fases do ciclo que causam alteragcbes no material
genético. Na fase G2, as células ja estdo com todas as moléculas de
cromossomos duplicadas, e estdo se preparando, por meio da transcricao e
sintese de proteinas para o drastico evento da mitose. G2 é mais rapida que
G1, e nela ocorre além da sintese de proteinas, a divisdo de grande parte das
organelas celulares. No final desta fase, ha outro importante ponto de
checagem do material genético, o checkpoint 2, neste as células passam por
uma nova varredura que como em G1, buscara danos no material genético que
se encontrados devem ser corrigidos, mas se a corre¢gdo nao for possivel as
células, normalmente, entrardo em apoptose pela agdo da p53 e outras
proteinas (GUTIERREZ, 2016; HATTORI, et. al, 2015; MORGAN, 2007;
MALUMBRES & BARBACID, 2001).

A fase M (mitose e subsequente citocinese) é a ultima fase do ciclo
celular e é definida pela divisdo das cromatides irmas e de todo o material
citoplasmatico para as duas células. A mitose consiste em cinco eventos
subsequentes. A profase, pro-metafase, metafase, anafase e teléfase. A
préfase € a primeira fase da mitose e marca o inicio da mesma pela
condensacao dos cromossomos; subsequentemente, o0s nucléolos se
desfazem, permitindo que proteinas do citoplasma (fibras de microtubulos)
organizem as cromatides irmas em torno do nucleo, formando o fuso mitético.

O aparelno de golgi e o reticulo endoplasmatico fragmentam-se, se



transformando em vesiculas (POLLARD & EARNSHAW, 2008; SCHOLEY, et.
al., 2003).

A pré-metafase € marcada pelo inicio do rompimento do envoltério
nucelar. Nesta fase os filamentos de microtubulos se ligam randomicamente as
cromatides irmas emanando para os dois polos da célula e formando o fuso
mitotico. Quando todos os cromossomos estao ligados aos microtubulos e os
polos da célula estdo bem definidos, € dito que a célula esta em metafase. A
anafase é caracterizada pela separacdo abrupta das cromatides irmas que
ocorre pela degradacao da proteina de coesdo que mantem essas cromatides
unidas, a coesina. Durante a teléfase as cromatides irmas ja separadas,
migram, cada uma, para um polo da célula e sdo novamente envoltas pelo
envoltério nuclear, formando assim uma célula binucleada (POLLARD &
EARNSHAW, 2008; SCHOLEY, et. al., 2003).

O ultimo passo do ciclo celular € a divisdo da célula em duas, a
citocinese. Enquanto a mitose é relacionada ao material genético, a citocinese
€ relacionada ao citoplasma e geralmente, inicia-se juntamente com a anafase,
mas soO € finalizada quando os dois envelopes nucleares sdo formados. A
citocinese € caraterizada pela formacdo do anel contratil, uma estrutura
baseada em filamentos de actina e miosina que promove um estrangulamento
na regido central da célula que culmina na separagdo das duas células
(KAGAMI & YOSHIDA, 2016; GUTIERREZ, 2016).

Devido sua importancia, todas as fases do ciclo celular, bem como sua
inicializacdo precisam ser altamente reguladas. Para garantir a eficiéncia e
precisdo, esse sistema de controle é independente da maquinaria e dos
eventos do ciclo celular e tem suas fun¢gées mantidas, mesmo que haja falhas
na maquinaria e/ou nas fases do ciclo (MORGAN, 2007). Esse mecanismo de
controle do ciclo celular é conhecido literalmente como sistema de controle do
ciclo celular ou como reldgio do ciclo celular, esse ultimo termo foi estabelecido
pela associagao do ciclo com o sistema operacional de um relégio, que s6 pode
repetir uma determinada hora depois que o ponteiro percorrer todo o ciclo do
relégio, semelhantemente acontece no ciclo celular, em que cada fase s6 pode
ocorrer um vez a cada ciclo e a partir no momento em que o ciclo passa da

fase G1 o ciclo se completa, salvo as vezes em que um dano nao pode ser
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Figura 02: Sistema de controle do ciclo celular. A figura mostra as fases do ciclo celular e seus
principais pontos de regulagao e controle, bem como algumas moléculas reguladoras do ciclo
em cada fase. Modificado de Weinberg (2014).

reparado e a célula entra em apoptose. A figura 02 sintetiza esse sistema de
controle (WEINBERG, 2014; TANG, 2010; GUTIERREZ, 2016).

O sistema de controle do ciclo celular € um sistema celular operacional
central que governa as respostas desencadeadas por estimulos externos a
célula. Este sistema age decidindo qual caminho a célula deve tomar no seu
desenvolvimento e funciona em cooperagdo com o0s receptores presentes na
superficie da célula que ao receberem estimulos externos a célula,

desencadeiam diversas respostas que sado processadas, integradas e
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sintetizadas pelo sistema de controle do ciclo celular. Este sistema, por sua
vez, desencadeia duas possiveis respostas em nivel de desenvolvimento e
crescimento celular, quiescéncia ou progressdao em G1 e subsequentes fases
do ciclo celular (GUTIERREZ, 2016; WEINBERG, 2014; MORGAN, 2008;
POLLARD & EARNSHAW, 2008).

Os componentes centrais de controle do ciclo celular sdo membros da
familia das proteinas cinases, conhecidas como cinases dependentes de
ciclinas (Cdks do inglés Cyclins-dependent kinases) (GUTIERREZ, 2016;
BUOLAMWINI, 2000).

As cinases dependentes de ciclinas sdo essenciais para o controle e
bom funcionamento do ciclo celular. Essas enzimas sdo serinal/treonina
cinases, ou seja, essas proteinas fosforilam outras proteinas em residuos
serina/treonina especificos. (PAVLETICH, 1999). A atividade das Cdks é
regulada por inumeras moléculas como complexos enzimaticos e proteinas,
entretanto, o0 mais importante regulador dessas proteinas sé&o as ciclinas, que
sdo uma classe de proteinas altamente expressas durante as fases do ciclo
celular e posteriormente degradadas (MALUMBRES & BARBACID, 2009;
ASGHAR, et. al., 2015).

As ciclinas se ligam as Cdks, formando o complexo ciclina-Cdk e sao
elas as responsaveis por conferir atividade enzimatica ao complexo, tendo
duas fungbes principais quando conjugadas com as moléculas de Cdk; a
primeira & a atividade catalitica que essas enzimas conferem ao complexo,
possibilitando a transferéncia do grupamento fosfato aos residuos
serina/treonina de proteinas relacionadas ao ciclo celular, por meio da
desfosforilagdo de moléculas de ATP (Adenosina trifosfato) e; como segunda e
mais importante atividade dessas enzimas no complexo ciclina-Cdk é que as
ciclinas servem como guias para o complexo, auxiliando no reconhecimento
das proteinas que serdo os alvos da agao enzimatica do conjunto
(GUTIERREZ, 2016; POLLARD & EARNSHAW, 2008; PAVLETICH, 1999;
WEIBERG, 2014; MALUMBRES & BARBACID, 2009; ASGHAR, et. al., 2015).

Os complexos ciclina-Cdk constituem a principal via de atuagcédo da
maquinaria de controle do ciclo celular e em cada fase do ciclo, os diferentes
complexos desempenham fungdes regulatérias cruciais para a continuagédo ou
parada do mesmo (MALUMBRES & BARBACID, 2009).
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Como ja mencionado, a fase G1 é uma fase decisiva para as células,
pois se passarem de G1 para S, as células seguirdo para as outras fases do
ciclo. A G1/S-Cdk-cilcina E, ou Cdk2-ciclina E, desempenha um papel crucial
nesta passagem, o checkpoint G1, levando a checagem de danos no DNA e
sinalizando para a célula o inicio de S. Ainda na fase G1, a Cdk4/6-ciclina D, ou
também conhecida como G1-Cdk-ciclina D, é essencial no ponto de restrigao,
que acontece antes do ponto de chek 1. Este, por sua vez, € um importante
momento de checagem se as condigbes externas a célula estdo favoraveis
para a célula prosseguir ou ndo o ciclo celular em S, conforme figura 2.
(BUOLAMWINI, 2000; GERARD & GOLDBETER, 2016; POLLARD &
EARNSHAW, 2008).

O complexo Cdk2-ciclina A, ou S-Cdk-ciclina A, faz parte do ponto de
checagem de danos no DNA na fase S. Esse complexo € de extrema
importancia, pois caso haja danos no material genético é preciso repara-los
antes que a célula prossiga para fase G2. A Cdk2-ciclina A é a responsavel,
juntamente com proteinas acessorias, por verificar e promover a corregao de
danos no DNA nessa fase (Figura 02) (POLLARD & EARNSHAW, 2008;
GUTIERREZ, 2016). A transigcdo da fase G2 para a mitose € marcada pela
ativacdo de pelo menos dois complexos de ciclinas-Cdks. A Cdk1-ciclina B e
Cdk1-ciclina A, sendo que a primeira esta precisamente relacionada ao
checkpoint G2 (POLLARD & EARNSHAW, 2008; WEINBERG, 2014).

Além dos complexos Cdks-ciclinas, varias proteinas e outros tipos de
moléculas, como fatores de transcricdo e proteinas como p53 e Cdh1, estédo
associadas ao controle do ciclo celular. Os complexos Cdks-ciclinas podem ser
regulados por proteinas inibitérias de Cdks (CKls do inglés Cdks inhibitor
proteins), que fosforilam as Cdks em sitios especificos, inativando essas
proteinas. Essa fosforilagcdo nao é definitiva e pode ser revertida por acédo de
fosfatases, que desfosforilam as Cdks nos seus sitios inibitérios (HE, et. al.,
2014; POLLARD & EARNSHAW, 2008).

Algumas fosfatases sdo capazes de desfosforilar as Cdks como as
fosfatases da familia Cdc25. Sao fosfatases dessa familia conhecidas por sua
interagao no ciclo celular e sdo denominadas como Cdc25A, B e C. Cdc25A
estd envolvida na regulagdo dos complexos ciclina-Cdks envolvidos nos

processos de transicao de G1 para S, desfosforilando Cdk2-ciclina E, e de G2
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para M, retirando o grupo fosfato do sitio inibitério de complexos Cdk1-ciclina
B. Esta fosfatase € essencial para a vida da célula. Cdc25B, ndo é necessaria
para a mitose, mas essencial na produ¢cado de gametas na meiose; Cdc25C nao
€ essencial para a vida da célula, mas € um mecanismo secundario para
prevenir que as células prossigam para a mitose com danos no DNA (HE, et.
al., 2014; GUTIERREZ, 2016; POLLARD & EARNSHAW, 2008; CONTOUR-
GALCERA, et. al., 2007).

No céncer, quase todos os tipos de desregulagdes no ciclo celular e
consequentemente, na proliferagéo, sao resultados de alteragbes na fase G1,
uma vez que essa € a fase de decisao para que as células prossigam no ciclo e
se dupliqguem ou ndo. Uma das mais frequentes alteragdes observadas na fase
G1 em células cancerigenas € nos componentes do sistema p16/ciclina D/Cdk-
4/Rb. A proteina de retinoblastoma (pRb) é uma das principais responsaveis
pelo controle do ciclo celular nas células no ponto de restricdo da fase G1 e na
passagem de S para G2 e é sintetizada a partir do gene Rb, um gene
supressor tumoral (GIACINTI & GIORDANO, 2006).

Além disso, outras moléculas como E2F, uma classe de fatores de
transcricdo participantes de muitos processos celulares, também estéo
envolvidos no ciclo celular, promovendo a transcricao de diferentes complexos
Cdks-ciclinas, bem como outras moléculas relacionadas ao ciclo
(BUOLAMWINI, 2000; GERARD & GOLDBETER, 2016).

pRb se liga ao fator de transcrigdo E2F, isso faz com que esse fator nao
consiga formar um dimero através da ligagdo a um outro fator de transcricéo
(fator DP) para genes do ciclo celular. Sem a formacdo do dimero E2F-DP, a
célula ndo pode prosseguir em G1, devido a falta de transcricdo de proteinas
necessarias para o avancgo, ficando assim na fase GO, ou quiescente. Quando
Cdk4/6-ciclinaD é ativada, o complexo fosforila pRb, que perde a afinidade por
E2F, que entdo livre pode ligar-se a proteina DP, formando o dimero E2F-DP,
que se liga a regides promotoras de genes que codificam proteinas
relacionadas a fase G1 e outras fases do ciclo celular (Ciclinas A e E, Cdk1 e
Cdc25) com isso, a célula prossegue no ciclo. No cancer, observa-se uma
supressao do gene que codifica a proteina P16, que inibe o complexo Cdk4/6-

ciclina D. Assim, caso esse complexo nao seja inibido, havera o favorecimento
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da proliferacao celular pelo mecanismo ja descrito (POLLARD, & EARNSHAW,
2008; GUTIERREZ, 2016; O’LEARY, et. al., 2016).

A pRb tem outras fungdes relacionadas ao ciclo celular. Essa proteina
também pode interagir com a onco-proteina c-Myc, codificado do oncogene
Myc, inibindo a atividade dessa molécula. A proteina c-Myc pode agir como um
fator de transcricdo, podendo ser encontrada no nucleo das células e é
altamente expressa em diversos tipos de tumores. c-Myc pode formar um
complexo com Mac, uma proteina nuclear que também age como fator de
transcricdo pra proteinas da maquinaria do sistema de controle do ciclo celular
que regulam positivamente o ciclo. Juntas essas proteinas se ligam a genes
que transcrevem proteinas relacionadas ao ciclo celular (Cdk4, ciclina D, Cdk2
e ciclina E) e fatores de transcricdo da familia E2F (E2F1, E2F2, E2F3),
aumentando a transcri¢gao de proteinas promotoras do ciclo celular (WANG, et.
al., 2008; POLLARD & EARNSHAW, 2008).

Além disso, o complexo Myc-Max promove a inibicdo de processos de
diferenciagao celular pés mitose. A proteina c-Myc compete com a proteina
Mad, uma proteina semelhante a c-Myc, para ligacdo ao fator de transcricdo
Max. O conjugado Mad-Max, liga-se a genes que promovem a diferenciagcao
celular pés mitética. Quando Myc é super-expressa na célula ha um aumento
dos niveis celulares de Myc-Max, uma vez que os niveis de Max s&o
constantes na célula e por competicdo, mais moléculas de Myc se ligam a Max,
com isso, ocorre a repressao de sinais pos mitogenicos, ou seja os sinais que
irdo promover a diferenciacdo da célula apés a mitose, com isso Myc-Max
promovem o processo chamado de desdifenciacdo ou anaplasia observados
em tumores malignos, fazendo as células assumirem um fendtipo
desdiferenciado das células normais do tecido. Além disso, esse processo
favorece a entrada das células no ciclo, ja que a maquinaria proteica da célula
ndo sera direcionada para a diferenciagdo e manutengao tecidual (WANG, et.
al., 2008; WEINBERG, 2014; POLLARD & EARNSHAW, 2008; ALBERTS, et.
al.,2015).

Deficiéncias na traducdo de genes de supressao tumoral como p53 e
pRb sdo as principais causas do cancer (WITKIEWICZ & KNUDSEN, 2014;

GASCO, et. al., 2002). Essas proteinas estdo intimamente relacionadas ao
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ciclo celular e provocam alteragées em todas as fases do ciclo. A p53 é um dos
principais pontos de regulacéo da apoptose, mas também tem grande relagao
com o ciclo celular e é expressa em condicdes que indicam danos no DNA
(GASCO, et. al., 2002; THEORET, et. al., 2008).

Os checkpoints sao os responsaveis pela ultima conferéncia da
integridade do DNA antes que o ciclo avance para a proxima fase. Caso o
aparato proteico do checkpoint detecte danos, essa maquinaria promove a
expressao de proteinas para promover o reparo. Diversas cinases estao
associadas a resposta a danos no DNA, dentre elas, ATM (ataxia-
telangiectasia mutated) e ATR (ataxia-telangiectasia and Rad9 related) que
quando ativadas fosforilam diversos substratos importantes para a correcdo do
dano, incluindo a proteina p53 e duas checkpoint-cinases, Chek1 e Chek2
(MORGAN, 2007; NURBURY, 1992).

Chek1 ativada fosforila Cdc25A, levando a duas consequéncias: a
primeira € que essa fosforilacdo leva a um bloqueio de Cdc25A provocando a
inibicdo do complexo Cdk1-ciclina B, pausando G1. A segunda consequéncia
da fosforilagao de Cdc25A é o enderecamento desta fosfatase para a protedlise
via mecanismo ubiquitina-proteassoma. Quando a proteina p53 é fosforilada
pela Chk1, essa molécula atua como um fator de transcricdo de proteinas que
irdo levar a célula parar a progressao do ciclo celular. Devido sua importancia,
alteracbes na expressdao de Cdc25A, bem como nas Cdks sdo comuns em
células cancerigenas (POLLARD & EARNSHAW, 2008; GASCO, et. al., 2002;
WEIBERNG, 2014; THEORET, et. al., 2008).

1.2 O Cancer de Mama

O tecido mamario é constituido por uma série de ductos, ductulos e
I6bulos, que se encontram num estroma que apresenta diferentes quantidades
de tecido adiposo e tecido muscular fibroso que se organizam em forma de
lobos que se iniciam nos mamilos. Os lobos se ramificam ao longo do tecido e
juntamente com os dutos terminais formam o ducto-lobular terminal que
representa a porgcao funcional e estrutural da mama. O epitélio que reveste
todo o sistema de ductos e lobulos do tecido mamario é constituido por

camadas de células pertencentes a 3 tipos celulares. O primeiro tipo celular
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encontrado e também a camada de células mais externa, sdo as células
mioepiteliais; o segundo tipo celular e mais interno é a luminal; o terceiro tipo
celular é constituido por células com propriedades progenitoras, que
apresentam alta capacidade de diferenciacdo e sdo chamadas de células
basais, ou células progenitoras de células que compdem o epitélio mamario e
que também originam os outros dois tipos de células encontradas no epitélio da
mama (ROSEN, 2014).

A carcinogénese do tecido mamario € um processo complexo e que
envolvem multiplas mutagbes. Para se entender a heterogenicidade, assim
como, para a formulagcédo de drogas e estratégias terapéuticas eficientes para o
tratamento do cancer de mama é necessario identificar em primeiro lugar a
origem e tipo de alteragdo molecular sofrida pela célula, bem como, os genes
e/ou proteinas das células cancerigenas que podem servir como alvos para os
agentes terapéuticos utilizados no tratamento (SCHNITT, 2010; BERTUCHI &
BIRNBAUM, 2008; OSSOVSKAYA, et. al., 2011).

Em uma correlagdo que considera a origem e fatores clinico-patolégicos
e moleculares, foi criada uma classificagdo molecular das neoplasias malignas
do tecido mamario baseada principalmente nas células que as originam. Essa
classificagao definiu cinco subtipos moleculares possiveis de cancer de mama:
Luminal A e B, HER2*, Basal-lke e Normal-like (SCHNITT, 2010; KAO, et al.,
2009; BERTUCHI & BIRNBAUM, 2008; ZHAO, et. al., 2015; OSSOVSKAYA, et.
al., 2011).

Os subtipos Luminais A e B (1 e 2) sdo canceres oriundos de células
luminais que geralmente n&o expressam HER2 (Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2), um oncogene que promove a progressdo e crescimento
tumoral. Esses subtipos representam cerca de 70% dos canceres de mama
invasivos e sao ER/PR (estrogen receptor/progesterone receptor) positivos,
super-expressando esses receptores e genes relacionados ao reconhecimento
dos horménios estrégeno e progesterona, respectivamente (SCHNITT, 2010;
OSSOVSKAYA, et. al., 2011).

O subtipo HER2* (3) é representado por células que apresentam alta
expressao da proteina HER2, mas ER/PR negativos, esse subtipo de cancer
representa aproximadamente 15% dos canceres de mama invasivos

encontrados em humanos; (4) o Subtipo Basal-like € caracterizado pela alta
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expressao de genes epiteliais basais e a citoqueratina basal. Os canceres que
pertencem a esse subtipo também representam cerca de 15% dos tumores
invasivos de mama e sao conhecidos por triplo negativos, por ndo expressarem
receptores de estréogeno e progesterona assim como a proteina HER2, o que
gera dificuldades na terapéutica de pacientes com esse tipo de tumor (KAO, et
al., 2009; BERTUCHI & BIRNBAUM, 2008; ZHAO, et. al., 2015).

O subtipo Normal-like (5) ndo apresenta grandes diferengas nos niveis
de expressao de genes quando comparados com as células normais (KAO, et
al., 2009; BERTUCHI & BIRNBAUM, 2008; ZHAO, et. al., 2015).

Além das alteragdes que definem os subtipos de cancer de mama,
alteragbes em genes e consequentemente, na sintese de proteinas
relacionadas ao ciclo celular sdo observadas em células do cancer de mama.
Uma das mais bem descritas alteracbes em tumores de mama é o acumulo de
ciclina D e Cdk4/6, que juntas formam o complexo ciclina D-Cdk4/6. Esse
complexo é capaz de fosforilar pRb, essa fosforilacdo permitira a formacéo do
dimero E2F-DP que ira atuar como um fator de transcricdo se ligando a genes
relacionados ao ciclo celular resultando na transcricdo de genes que irdo
promover a passagem das células pela fase G1 e continuagao do ciclo celular
(ASGHAR, et. al., 2015; WEINBERG, 2014; POLLARD & EARNSHAW, 2008;
ZAFONTE, et. al., 2000; GUTIERREZ, 2016).

Outra alteragdo comum nos cénceres de mama € o aumento da
expressao do fator de transcricdo c-Myc, que se conjuga a Max e alteram o
sistema de controle do ciclo celular, promovendo o avango das células pelo
ciclo, aumentando a proliferacdo das células pela alteracdo da expressao de
genes como Cdks e Cdc25. Os niveis elevados de c-Myc favorecem a inibi¢cao
dos fatores de diferenciacdo pds mitéticos pelo aumento dos niveis celulares
de Myc-Mac, que estimulam a expressao de genes promotores da proliferacéo
celular, conforme ja descrito. Myc também esta envolvida em processos de
angiogénese, promovendo crescimento o crescimento vascular endotelial
(WEINBERG, 2014; ZAFONTE, et. al., 2000; LIU, et; al; 2005).

Diversos farmacos desenvolvidos para o combate do cancer de mama
tém como alvos proteinas relacionadas ao ciclo celular e sdo baseados nas
caracteristicas moleculares que definem os subtipos. Os canceres luminais em

sua maioria respondem bem ao tratamento com drogas que inibem os
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receptores hormonais, como tamoxifeno e inibidores de aromatase, drogas de
primeira escolha na endocrinoterapia. Esse tipo de cancer (Luminal B maior
que Luminal A) também tem uma boa resposta a quimioterapia e em geral
apresentam um prognostico favoravel (SCHNITT et. al.,2000).

Os céanceres do tipo HER2 positivos também apresentam uma resposta
positiva a quimioterapia baseada em atraciclinas, que irdo se ligar a moléculas
de DNA, impedindo a replicacao, e provocando outros danos que irdo culminar
na ativagdo da maquinaria apoptética e morte celular. O tratamento mais
eficiente para canceres que super-expressam a proteina HER2 é o uso do
farmaco Herceptin, que tem como principio ativo o trastuzumabe, um anticorpo
monoclonal que se liga a proteina de superficie HER2, inibindo o crescimento e
progressao tumoral (SCHNITT, et. al., 2000; RAJ, et. al., 2014).

Os canceres do tipo triplo negativo sdo os que apresentam pior
prognostico e mais dificil tratamento. Devido as caracteristicas moleculares das
células desse tipo de cancer a terapéutica para essas células torna-se dificil e
ndo especifica, tendo principal estratégia terapéutica a quimioterapia. Algumas
pesquisas mostraram avangos com uma classe de drogas chamadas inibidores
de PARP, uma enzima celular ativada quando ha danos no DNA, porém, essa
terapia nao se mostrou eficiente ao combate a todos os tipos de tumores de
mama triplo negativos. Essa terapia mostrou-se relativamente seletiva,
apresentando melhor resultado em mulheres com predisposigao genética do
cancer de mama. Além disso, PARP é uma proteina de reparo do DNA, e sua
inibicdo em camundongos, demonstrou uma predisposicdo a neoplasia
mamaria e tumoriogénese nos animais, portanto, essa terapia também pode
trazer muitos riscos. (LAJUS, 2010; SCHNITT, et. al., 2000). Com base nisso,
pesquisas que buscam novos agentes terapéuticos para o combate do cancer
de mama triplo negativo, bem como alvos moleculares nesses subtipos de

cancer de mama sao de extrema importancia.

1.3 Peconhas de Serpentes e sua Composicao
Atualmente as drogas antitumorais utilizadas na terapia de quase todos
os tipos de cancer, incluindo aqueles que nao apresentam nenhum alvo

especifico ainda descoberto como os canceres de mama triplo negativos, tém
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como principal alvo proteinas envolvidas na sintese e manutencdo da molécula
de DNA, bem como aquelas envolvidas no ciclo celular e seu sistema de
controle. Essas drogas, geralmente, s&o utilizadas para: (1) bloqueio da sintese
de DNA, (2) provocar danos no DNA e (3) parar fases do ciclo celular
(CALDERON, et. al, 2014; JIANG et. al., 2008; BRANNON-PEPPAS &
BLANCHETTE, 2012). Mesmo com alvos essenciais para o desenvolvimento
das células cancerigenas, essas drogas nao sao alvo especifico em grande
parte dos tratamentos, o que torna o processo terapéutico mais nocivo para o
organismo, além de também envolver procedimentos invasivos para
quimioterapia, remocao de tumor (s), dentre outros. Em muitos casos a terapia
envolve ainda radioterapia, tornando todo o processo desgastante e ainda mais
prejudicial pra o corpo do hospedeiro que sofre com os efeitos colaterais do
tratamento (KAMATH, & BUOLAMWINI, 2006; CALDERON, et. al., 2014).

Neste cenario, estdo sendo desenvolvidas em todo o mundo, pesquisas
no campo da biotecnologia que buscam aprimorar e desenvolver novas drogas
que sejam mais especificas para combater os canceres. As industrias
farmacéuticas estdo desenvolvendo varios produtos com esse potencial
farmacoldgico, baseados na estrutura de toxinas e peptideos presentes em
peconhas e venenos, bem como em metabdlitos secundarios de
microoganismos, plantas e animais (RODRIGUES, et. al., 2015; CALDERON,
et. al., 2014; LEWIS & GARCIA, 2003).

As peconhas de serpentes sdo uma das mais abundantes fontes de
moléculas com potencial farmacolégico, e pesquisas que buscam encontrar
moléculas que possam um dia ser utilizadas como farmacos ou modelo para
formulagcdo dos mesmos tém sido realizadas em todo mundo e apresentam
resultados promissores (CALDERON, et. al., 2014; VYAS, et. al., 2013).

Peconhas de serpentes sdo uma mistura complexa de moléculas
biologicamente ativas e compostos inorganicos, sendo que sua composi¢cao
pode variar de acordo com o género da serpente. Entretanto,
independentemente do género, todas as pegonhas s&o ricas em substancias
biologicamente ativas (IWANAGA, 1979) que atuam em importantes alvos
fisiologicos nas presas animais ou do homem em casos de acidentes ofidicos.
Essas agdes fisioldgicas provocadas pelos componentes de pegonhas ofidicas

durante esses acidentes podem ser exploradas cientificamente, atribuindo um
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grande potencial farmacoldgico para as pecgonhas ofidicas e seus componentes
isolados (CALDERON, et. al., 2015; RODRIGUES, et. al., 2015).

No Brasil, os acidentes ofidicos mais comuns sao aqueles causados por
serpentes do género Bothrops, devido a abundancia dessas serpentes no pais.
Esses acidentes sdo mais conhecidos por causar grande dano tecidual local e
pouca letalidade (CARDOSO, 2009; BERBADES, 2010). Esse grande dano
tecidual é devido principalmente, aos componentes proteicos presentes na
peconha dessas serpentes, sendo os mais abundantes: metaloproteases,
serinoproteases, fosfolipases Az, peptideos potencializadores de bradicinina,
desintegrina e lectinas tipo C. Assim, do ponto de vista farmacolégico, essas
peconhas sdo ricas fontes de moléculas com grandes potenciais a serem
explorados em pesquisas cientificas que visam a bioprospecc¢ao e aplicacao de
novos agentes terapéuticos (RODRIGUES, et. al.; 2010; RODRIGUES, et. al,,
2015).

Dentre os componentes enzimaticos que apresentam esse potencial
farmacoldgico, destacam-se as PLA2s pela abundancia e atividade antitumoral,
antibacteriana e antiparasitaria (GEBRIM et. al., 2009; CALDERON, et. al.,
2014; RODRIGUES, et. al., 2015). Além disso, outras atividades bioldgicas
interessantes estao associadas a outros componentes dessas pegonhas, como
as metaloproteases, capazes de promover a degradagdo de componentes da
matriz extracelular (DE MORAES & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006;
RODRIGUES, et. al., 2015; ACHE, et. al., 2015).

As PLA2s e SVMPs sao capazes de provocar inibicdo da adeséo e
migracdo de células tumorais (BAZAA et al., 2009 ACHE, et. al., 2015;
RODRIGUES, et. al., 2015, CALDERON, et. al., 2014). Assim, dadas as
inUmeras agdes farmacoldgicas associadas aos componentes das pegonhas de
serpentes, estas apresentam grande potencial para a terapéutica do cancer
(VYAS, et al. 2013), seja atuando na destruicao de células tumorais ou inibindo
a adesao e migragao celular.

Em relacdo ao cancer de mama, pesquisas tem demonstrado que
componentes de pegonhas sao promissores moléculas com potencial
antitumoral a serem estudados. A peconha de Walterinnesia aegyptia,
conjugada com nanoparticulas de silica foi capaz de diminuir os niveis de

fosforilagdo de AKT, ERK e IkBa, assim como diminuir a expressao de ciclina
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D1 em células de cancer de mama e prostata. Esses sao fatores
antiapoptoéticos e de proliferacdo que sao relacionados a sobrevivéncia desses
tumores (BADR, et. al., 2013). De carvalho, et. al. (2001), demonstraram acao
de uma lectina (BJcul) isolada da peconha de Bothrops jararacussu capaz de
interferir na adesao de células de carcinomas de ovario e mama. Essa proteina
também foi capaz de inibir o crescimento de células endoteliais.

A espécie Bothrops pauloensis € encontrada, comumente, no Estado de
Sao Paulo e na zona geografica do Tridngulo e Alto Paranaiba (VALLE &
BRITES, 2008) e a analise de protedmica da pegonha dessa serpente (Figura
03) mostrou que as proteinas mais abundantes dessa pecgonha séao
metaloproteases e fosfolipases A2 (RODRIGUES, et. al., 2010).

Sao diversas as proteinas isoladas da peconha de B. pauloensis com
potencial farmacoldgico. Dentre as atividades farmacologicas apresentadas por
essas toxinas, destacam-se atividade antiparasitaria, antibacteriana, assim
como potencial antitumoral tendo atividades que vao desde a inibicdo da
angiogénese e capacidade citotoxica promovendo apoptose e morte celular
(RODRIGUES, et. al., 2015; AZEVEDO, et. al., 2016; ACHE, et. al., 2015;
NUNES, et. al., 2013; FERREIRA, et. al., 2013).
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Figura 03: Analise protedmica da composi¢céo da pegonha de Bothrops pauloensis. Adaptado
de Rodrigues, et. al., 2012.

1.4 Fosfolipases Az (PLA?)

As fosfolipases sdao uma superfamilia de enzimas que atuam sobre
membranas celulares clivando fosfolipidios em acidos graxos e lisofosfolipidios
e sao classificadas segundo o sitio de hidrolise na cadeia do fosfolipideo
(WITTCOFF, 1951).

As fosfolipases Az (PLA2s) (E.C. 3.1.1.4) hidrolisam especificamente
fosfolipidios na ligagao éster do carbono 2, liberando lisofosfolipidios e acidos
graxos (Figura 04) numa reagao que é dependente de calcio. Essas foram as
primeiras PLAs descobertas, e sua atividade foi observada a partir da analise
da acdo do suco pancreatico de mamiferos e da peconha de serpentes na
hidrélise da fosfatidilcolina (ARNI & WARD, 1996; KINI, 2003; WITTCOFF,
1951).
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Figura 04: Hidrélise de um fosfolipidio por uma PLA,. A PLA; realiza uma quebra na estrutura
do fosfolipidio. Liberando lisofosfolipidio e acido graxo. Fonte: Santos-Filho, 2009.

As PLA2s apresentam um importante papel fisiolégico, tendo capacidade
de influenciar em varias fungbes celulares, incluindo a manutencdo dos
fosfolipidios das membranas celulares, participacdo na transdugao de sinais,
proliferacdo celular e nos processos de contragdo muscular (DENNIS, et. al,,
1991; OLIVEIRA, et. al, 2009). Sabe-se ainda que essas enzimas estao
envolvidas em processos inflamatérios humanos, pois os acidos graxos
liberados pela hidrolise das moléculas de fosfolipidios, sdo percussores dos
eicosandides como prostaglandinas, tromboxanas, leucotrienos e lipoxinas.
Esses por sua vez, sao lipideos bioativos e mediadores da inflamacgéo, dor e
ativacéo plaquetaria.

Os lisofosfolipidios oriundos da hidrolise dos fosfolipidios pelas PLA:2s,
estao relacionados com os processos de sinalizagao celular e na remodelagem
de fosfolipidios de membrana. Além disso, esses lisofosfolipidios podem atuar
como precursores de mediadores lipidicos para desencadear outras respostas
celulares, como acido lisofosfatidico, que esta relacionado com processos de
proliferacdo, sobrevivéncia e migragdo celular (SIX & DENNIS, 2000;
SCHALOSKE & DENNIS, 2006; DENNIS, 1997; SANTOS-FILHO, 2009).

As PLA2s podem ser encontradas em diversos organismos. Essas
enzimas podem ser divididas em cinco grupos fundamentais, secretorias
(sPLA2), citosolicas (cPLA2), Ca?* independentes (iPLA2), PAF acetilhidrolases
(fator de ativagéo da agregacéo plaquetaria) e as lisossémicas. Essa divisdo se

da conforme a sequéncia de aminoacidos, origem, mecanismo catalitico e as
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peculiaridades estruturais e funcionais dessas proteinas. A classe das
fosfolipases A2 pode ainda ser subdividida em quinze grupos de acordo com
sua origem, massa relativa e quantidade de ligagdes dissulfeto em sua
estrutura. A tabela 1 mostra essa classificagdo (DE MORAES & SELISTRE-DE-
ARAUJO, 2006; SANTOS-FILHO, 2009).

As fosfolipases das peconhas de serpentes (SVPLAs) pertencem a
classe de fosfolipases secretérias (ARNI & WARD, 1996; KETELHUT et. al.,
2003). Essas fosfolipases secretérias, apresentam massa molecular de 14 a 18
KDa e apresentam de 5 a 8 ligagbes dissulfeto em sua estrutura. Essas
moléculas apresentam uma histidina em seu sitio ativo, sdo dependem da
interagdo com o ion célcio (Ca®*) para catalise e pertencem aos grupos IA, IB,
A, 1IB, IIC, 1ID, HE, IF, HI, V, IX, X, XIA, XIB, XlI, Xl e XIV, conforme
mostrado na tabela 1 (SCHALOSKE & DENNIS, 2006). As fosfolipases A2
encontradas nas pegonhas de serpentes sao reunidas nos grupos | e Il (tabela
1) (SCHALOSKE & DENNIS, 2006; WARD, et. al., 2001).
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Grupo PLA; Fonte Massa relativa (Mr) Caracteristicas
1A sPLA: Hydrophiidae e Elapidae 13-15 7 pontes dissulfeto
1B sPLA; Péncreas suino e humano 13-15 7 pontes dissulfeto
A sPLA- Crotalinae, fluido sinovial humano 13-15 7 pontes dissulfeto
1B sPLA: Vibora de Gaboon 13-15 6 pontes dissulfeto
lc sPLA; Testiculo de rato e murino 15 8 pontes dissulfeto
1D sPLA- Bago/pancreas humano e murino 14-15 7 pontes dissulfeto
Cerebro/coragcdo/utero humano e )
IE sPLA- . 14-15 7 pontes dissulfeto
murino
IF sPLA- Testiculo/embrido humano e murino 16-17 6 pontes dissulfeto
15-18; 55
1 sPLA- Humano/murino/lagarto/abelha . 8 pontes dissulfeto
(humano/murino)
IVA cPLA- Humano/murino 85 Dominio C2
VB cPLA: Humano 114 Dominio C2
Ve cPLA: Humano 61 Acilado
IVD cPLA: Humano/murino 92-93 Dominio C2
IVE cPLA: Murino 100 Dominio C2
IVF cPLA- Murino 96 Dominio C2
Macrofago/pulmao/coragéo de )
\ sPLA- 14 6 pontes dissulfeto
humano e murino
VIA-1 iPLA; Humano/murino 84-85 8 repeticdes de sequéncia consenso
VIA-2 iPLA2 Humano/murino 88-90 7 repeticGes de sequéncia consenso
VIB iPLA2 Humano/murino 88-91 Ligada a membrana
VIC iPLA- Humano/murino 146 Proteina integral de membrana
VID iPLA2 Humano 53 Triacilglicerol lipase
VIE iPLA Humano 57 Triacilgliceral lipase
VIF iPLA- Humano 28 Triacilgliceral lipase
VIIA PAF-AH Humano,murino,suino,bovino 45 Secretada,a/f hydrolase
VIIB PAF-AH Humano,bovino 40 Intracelular,PAF a/f hydrolase
Intracelular, triade Ser/His/Asp,
VIIA PAF-AH Humano 26
homodimero ou heterodimero
Intracelular, triade Ser/His/Asp,
VIlB PAF-AH Humano 26
homodimero ou heterodimero
IX sPLA; Caracol (conodipine-M) 14 6 pontes dissulfeto
X sPLA- Leucacito/timo/bago humanos 14 8 pontes dissulfeto
XIA sPLA: Broto verde de arroz (PLA2-1) 124 6 pontes dissulfeto
XIB sPLA- Broto verde de arroz (PLA2-II) 12.9 6 pontes dissulfeto
X sPLA- Humano/murino 19 7 pontes dissulfeto
X sPLA; Parvovirus <10 sem pontes dissulfeto
XIV sPLA- Fungo simbidtico/bactéria 13-19 2 pontes dissulfeto
XV PLA: . . o Triade Ser/His/Asp,
Humano,murino,bovino 45 (deglicosilada)
lisossomal glicosilada,sequéncia sinal N-terminal

Tabela 1: Classificagao das PLAzs.
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As SVPLA2s sdo subdividas em dois grupos principais, as Asp-49 e Lys-
49, de acordo com a posi¢do do aminoacido presente na posi¢cao 49 do sitio
catalitico, se 0 aminoacido € um Aspartato, a PLA2 pertente ao grupo das Asp-
49, que sao enzimas com expressiva capacidade catalitica sobre substratos
artificiais, se a PLA2 apresenta uma Lisina na posi¢ao 49, pertence ao grupo
das Lys-49, que apresentam baixa ou nenhuma atividade catalitica sobre
substratos artificiais. Outras variantes de SVPLA2s também tém sido descritas,
a saber: Ser49, Asn49 ou Arg49 (ARNI & WARD, 1996; KETELHUT et. al.,
2003; KRIZAJ et. al.,1991; POLGAR et. al., 1996; TSAI et. al., 2004; WEI et. al.,
2006).

As PLA2s de peconhas de serpentes apresentam diversos efeitos toxicos
no envenenamento, podendo atuar em membranas de células de tecidos
especificos através do mecanismo catalitico ou ndo dessas enzimas. Dentre as
diversas alteragcdes que podem ser causadas pela agao das PLAzs, destacam-
se a miotoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, ativacdo ou inibicido da
agregacgao plaquetaria e edema, dentre outras (RODRIGUES, et. al., 2007;
NUNES, et. al., 2013; RODRIGUES, et. al., 2015; POLGAR, et. al., 1996;
OWNBY, et al., 1999; KETLHUT, et. al., 2003; KRIZAJ, et. al., 1991). Por sua
acao no processo de envenenamento, as PLA2s sdo promissores modelos de
agentes terapéuticos e baseado nisso, diversas pesquisas demonstraram
varios efeitos farmacoldgicos dessas toxinas, tais como, atividade
antiparasitaria, antitumoral, antiplaquetaria e antiangiogénica (SOARES, et. al.,
2000; NUNES, et. al., 2013; RODRIGUES, et. al., 2004; RODRIGUES, et. al,,
2007; FERREIRA, et. al., 2013).

1.4.1 Fosfolipases A>de pegonhas de serpentes (SVPLA:) e Cancer

A utilizacdo das fosfolipases A2 como moléculas com potencial
terapéutico pode ser explicada por dois mecanismos: atividade citotdxica direta
sobre as células, desencadeando mecanismos de morte celular seja por

apoptose ou ndo, ou por mudancas em processos _
Fonte: Santos Filho, 2009
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essenciais para o desenvolvimento e progressdo do tumor, como inibicdo da
adesdo, angiogénese e alteragdes no ciclo celular (RODRIGUES, et. al., 2015;
CALDERON, et. al., 2014; AZEVEDO, et. al., 2016; YAN, et. al, 2007;
PINHOLATO, et. al., 2015; BAZAA, et. al., 2010).

A acao citotoxica de SVPLA2 é bem descrita na literatura. PLA2s como a
BpPLA2-TX-I, uma fosfolipase Az acida, isolada da peconha de B. pauloensis é
capaz de induzir efeitos citotoxicos sobre células de sarcoma TG-180 e
carcinoma ovariano OVCAR-3 (FERREIRA, et. al, 2013). Essas toxinas
também podem induzir células de cancer de mama a autofagia, um mecanismo
que pode ser desencadeado em células que sofreram danos graves e é um
mecanismo de autodestruicdo independente e é também denominado como
morte celular programada tipo Il. Yan, e colaboradores (2007) demonstraram
essa capacidade das PLA2s com Crotoxina, uma PLA: oriunda da pegonha de
Crotalus durissus terrificus. Crotoxina foi capaz de induzir a autofagia em
células da linhagem MCF-7, contribuindo também para a apoptose dessas
células. Outra acdo demonstrada por representantes dessa classe de toxinas
sobre células de cancer é a capacidade de agirem como moléculas anti-
integrinas, inibindo a adesdo e migracdo de células de HMEC-1 (Human
microvascular entothelial cells) (BAZAA, et. al., 2010).

Prinholato da Silva e colaboradores (2015) demonstraram o potencial
dessa classe de toxinas na promocédo de alteragcdes sobre o ciclo celular de
células cancerigenas. BthTX-I, uma fosfolipase A: isolada da peconha de
Bothrops jararacucu foi capaz de induzir alteragdes no ciclo celular das células
tumorais murinas PC-12 e B16F10. A inibicdo do ciclo celular foi observada
pelo acumulo de células na fase GO0-G1 promovido nos grupos de células
tratados com a toxina. Além disso, BthTX-I foi capaz de induzir a apoptose em
células B16F10, uma linhagem de melanoma murino altamente metastatica.

Outro estudo que avaliou a toxicidade de trés PLA2s isoladas da
peconha de B. mattogrossensis, duas Lys-49 (cataliticamente inativas)
denominadas BmatTX-l e BmatTX-ll e uma PLA2 Asp-49 (cataliticamente
ativa), BmatTX-Ill, em células de leucemia humana de células T (JURKAT) e
adenocarcinoma de mama Her-2 positivas (SK-BR-3). As PLA2s Lys-49
analisadas foram mais citotdéxicas do que BmatTX-Ill as células de leucemia.

Neste trabalho os autores discutem que essa diferenca na capacidade
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citotoxica pode ser pelas diferencas estruturais que esses dois tipos de toxinas
apresentam. As PLA2 Asp-49 sdo enzimaticamente ativas e em contato com
células provocam, principalmente, alteragbes na membrana pela degradagéo
de fosfolipideos que compdem a mesma, desencadeando processos de morte
celular por apoptose. Ja as PLA2 Lys-49 ndo apresentam atividade catalitica,
mas continuam apresentando capacidade citotoxica. Essa capacidade
citotoxica observada em PLA2s Lys-49, se deve ao fato dessas toxinas
apresentarem uma sua regidao C-terminal uma sequéncia de aminoacidos com
alta atividade citotoxica (DE MOURA et. al., 2014).

A citotoxicidade de PLA2s de peconhas de serpentes pode estar
associada com a por¢cao C-terminal da proteina. Um estudo mostrou que a
modificacdo quimica de uma Asp49-PLA2 da peconha de Macrovipera lebetina
transmediterranea (MVL-PLA2) com p-bromo-phenacyl bromide (BPB),
promoveu inibicdo da atividade enzimatica da toxina. Entretanto, essa
modificacdo ndo alterou a atividade antitumoral da toxina sobre células de
melanoma e fibrosarcoma, sugerindo que a acéo citotoxica é distinta do sitio
catalitico da toxina (BAZAA et. al., 2009).

Outro estudo que buscou avaliar atividade citotdxica dessa promissora
regido C-terminal de PLA:2 foi realizado por Araya e Lomonte (2007). Neste
trabalho, foi sintetizado um peptideo homédlogo a regido C-terminal de uma
PLA2 Lys-49 que se mostrou capaz de reduzir a massa tumoral de EMTG, um
carcinoma mamario murino.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou a atividade
antitumoral de BnSP-6, uma PLA: isolada da pegonha de Bothrops pauloensis.
Essa PLA:2 Lys-49, relativamente abundante na peconha de B. pauloensis,
isolada primeiramente, por Rodrigues e colaboradores (1998), foi capaz de
inibir a ades&o e migracao de células MDA-MB-231, uma linhagem de células
triplo negativa e altamente metastatica, além disso, BnSP-6 foi capaz de
estimular a autofagia promovendo a formagdo de vacuolos autofagicos e
induzindo a célula a morte celular programada por apoptose, confirmada pelo
aumento da expressdo de genes relacionados a via apoptoética, como TNF,
TNFRSF10B, TNFRSF1A e CASP8. Além disso, BnSP-6 foi capaz de provocar
um aumento da expressao de genes BRCA2 e TP53, genes supressores de
tumor (AZEVEDO, et. al., 2016).
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Novos estudos precisam ser realizados para a compreensao da agao
dessa toxina sobre células de cancer de mama, mas esses resultados
demonstram o grande potencial terapéutico da BnSP-6, sendo um possivel
modelo para producao de agentes terapéuticos para o combate a canceres de
mama, dentre eles o triplo negativo. Nesta perspectiva, este trabalho visa
elucidar a agdo de BnSP-6 sobre o ciclo celular de uma linhagem de células
triplo negativas do cancer de mama (MDA-MB-231), assim como, aprofundar

os conhecimentos do potencial terapéutico dessa molécula.

30



Referéncias Bibliograficas

Aché, D. C.; Gomes, M. S.; de Souza, D. L.; Silva, M. A.; Brandeburgo,
M. |.; Yoneyama, K. A.; Rodrigues, R. S.; Borges, M. H.; Lopes, D. S;
Rodrigues, V. M. Biochemical properties of a new Pl SVMP from Bothrops
pauloensis: inhibition of cell adhesion and angiogenesis. Int J Biol Macromol.
V. 72, p. 445-453. 2015.

ACS, American Cancer Society. Cancer Facts & Figures 2015.
American Cancer Society. Atlanta. 2015.

Alberts, B.; Johnson, A.; Lewis, J.; Morgan, D; Raff, M.; Roberts, K;
Walter, P. 2010. Molecular biology of the cell. Garland Science, Taylor &
Francis Group. 6" ed. New York, 2015.

Aragéo, E. A. Efeito bactericida de Fosfolipases A2-Lys49: o papel da
regidao C-terminal na atividade de Bothropstoxina-l em membranas biolégicas e
artificiais. Tese de doutorado. Universidade de Sao Paulo, p. 118, 2005.

Araya, C.; Lomonte, B. Antitumor effects of cationic synthetic peptides
derived from Lys49 phospholipase A2 homologues of snake venoms. Cell Biol
Int. v. 31 (3), p. 263-268. 2006.

Arni, R. K.; Ward, R. J. Phospholipase A2 — A structural review. Toxicon,
v. 34, p. 827 — 841, 1996.

Asghar, U.; Witkiewicz, A.K.; Turner, N. C.; Knudsen, E. S. The history
and future of targeting cyclin-dependent kinases in cancer therapy. Nature
Reviews Drug Discovery. v. 14, p. 130-146. 2015.

Azevedo, F. V.; Lopes, D. S.; Cirilo-Gimenes, S. N.; Aché, D. C.; Vecchi,
L.; Alves, P. T.; Guimardes, D. de O.; Rodrigues, R. S.; Goulart, L. R,
Rodrigues, V. M.; Yoneyama, K. A. Human breast cancer cell death induced by
BnSP-6, a Lys-49 PLA, homologue from Bothrops pauloensis venom. Int J Biol
Macromol. v. 86, p. 671-677. 2016.

Badr, G.; Al-Sadoon, M. K.; Rabah, D. M. Therapeutic efficacy and
molecular mechanisms of snake (Walterinnesia aegyptia) venom-loaded silica
nanoparticles in the treatment of breast cancer- and prostate cancer-bearing
experimental mouse models. Free Radic Biol Med. v. 65, p.175-189. 2013.

Bazaa, A.; Luis, J.; Srairi-Abid, N.; Kallech-Ziri, O.; Kessentini-Zouari, R.;
Defilles, C.; Lissitzky, J. C.; EI-Ayeb, M.; Marrakchi, N. MVL-PLA2, a

31



phospholipase A2 from Macrovipera lebetina transmediterranea venom, inhibits
tumor cells adhesion and migration. Matrix Biol. v. 28, p. 188-193. 20009.

Bazaa, A.; Pasquier, E.; Defilles, C.; Limam, |.; Kessentini-Zouari, R.;
Kallech-Ziri, O.; El Battari, A.; Braguer, D.; El Ayeb, M.; Marrakchi, N.; Luis, J.
MVL-PLAZ2, a snake venom phospholipase A2, inhibits angiogenesis through an
increase in microtubule dynamics and disorganization of focal adhesions.
PLoSONE. v. 5 (4),p. 01-10. 2010.

Bernardes, P.S. Serpentes pec¢onhentas e acidentes ofidicos no Brasil.
Anolis Books. 12 ed. Sdo Paulo, SP. 2014.

Bertucci, F.; Birnbaum, D. Reasons for breast cancer heterogeneity.
Journal of Biology. v. 7 (6), p. 6.1-6.4. 2008.

Brannon-Peppas L.; Blanchette, O. J. Nanoparticles and systems, target
for cancer therapy. Advanced Drug Delivery Reviews. v. 64, p. 206-212.
2012.

BSBC, British Society for Cell Biology. The Cell Cycle Control. Disponivel
em: http://bscb.org/learning-resources/softcell-e-learning/cell-cycle-control/.
Acess in: Maio de 2016.

Buolamwini, J. K. Cell Cycle Molecular Targets in Novel Anticancer Drug

Discovery. Current Pharmaceutical Design. v. 6, p. 379-392. 2000.

Calderon, L. A.; Sobrinho, J. C.; Zaqueo, K. D.; de Moura, A. A.;Grabner,
A. N.;Mazzi, M. V.;Marcussi, S.;Nomizo, A.; Fernandes, C. F.;Zuliani, J. P.;
Carvalho, B. M.; da Silva, S. L.; Stabeli, R. G.; Soares, A. M. Antitumoral activity
of snake venom proteins: New trends in cancer therapy. BioMed Reserach
International. v. 2014, p. 01-19. 2014.

Calvete, J. J.,Juarez, P., & Sanz, L. Snake venomics. Strategy and
aplications. Journal of Mass Spectrometry, v. 42(11), p. 1405-1414. 2007.
Cardoso, J. L. C.; Franga, F. O. S.; Wen, F. H.; Malaque, C. M. S.; Junior, V. H.
Animais pegonhentos no Brasil — biologia, clinica e terapéutica dos acidentes.
Editora Sarvier.ed.2, p. 540, 2009.

Cairns, R. A.; Harris, I. S.; Tak M. W. Regulation of cancer cell
metabolism. Nature Reviews Cancer. v. 1, p. 85-95. 2011.

Contour-Galcera, M. O.; Sidhu, A.; Prévost, G.; Bigg, D.; Ducommun, B.
What's new on CDC25 phosphatase inhibitors. Pharmacology &
Therapeutics. v. 115, p. 01-12. 2007.

32


http://bscb.org/learning-resources/softcell-e-learning/cell-cycle-control/

Costa, H. C. & Bérnils, R. S. Répteis Brasileiros: Lista de Espécies 2015.
Sociedade Brasileira de Herpetologia. v. 4 (5), p. 75-93. 2015.

De Moraes, C. K.; Selistre-De-Araujo, H. S. Effect of rACLF, a
recombinant snake venom metallopeptidase on cell viability, chemokine
expression and degradation of extracellular matrix proteins. Toxicon. v. 48, p.
641-648, 2006.

De Moura, A. A.; Kayano, A. M.; Oliveira, G. A.; Setubal, S. S.; Ribeiro, J.
G.; Barros, N. B.; Nicolete, R.; Moura, L. A.; Fuly, A. L.; Nomizo, A.; da Silva, S.
L.; Fernandes, C. F.; Zuliani, J. P.; Stabeli, R. G.; Soares, A. M.; Calderon, L. A.
Purification and biochemical characterization of three myotoxins from Bothrops
mattogrossensis snake venom with toxicity against Leishmania and tumor cells.
Biomed Res. v. 2014, p. 01-13, 2014.

Dennis, E. A.; Rhee, S. G.; Billah, M. M.; Hannun, Y. A. Role of
phospholipase in generating lipid second messengers in signal transduction.
FASEB J. v.5 p.2068-2077; 1991.

Ferreira, F. B.; Gomes, M. S.; de Souza, D. L.; Gimenes, S. N
Castanheira, L. E.; Borges, M. H.; Rodrigues, R. S.; Yoneyama, K. A
Brandeburgo, M. I.; Rodrigues, V. M. Molecular cloning and pharmacological
properties of an acidic PLA2 from Bothrops pauloensis snake venom. Toxins,
v.5(12), p. 2403-2419. 2013.

Ferreira, F. B.; Gomes, M. S.; de Souza, D. L.; Gimenes, S. N
Castanheira, L. E.; Borges, M. H.; Rodrigues, R. S.; Yoneyama, K. A
Brandeburgo, M. I.; Rodrigues, V. M. Molecular cloning and pharmacological
properties of an acidic PLA2 from Bothrops pauloensis snake venom. Toxins.
v, 5(12), p. 2403-2419. 2013.

Gasco, M.; Shami, S.; Crook, T. The p53 pathway in breast cancer.
Breast Cancer Reserch. v. 4, p. 70-76. 2002.

Gebrim, L. C.; Marcussi, S.; Menaldo, D. L.; de Menezes, C. S.; Nomizo,
A.; Hamaguchi, A.; Silveira-Lacerda, E. P.; Homsi-Brandeburgo, M. |.; Sampaio,
S. V.; Soares, A. M.; Rodrigues, V. M. Antitumor effects of snake venom
chemically modified Lys49 phospholipase A2-like BthTX-I and a synthetic
peptide derived from its C-terminal region. Biologicals. v. 37 (4), p. 222-229.
20009.

33



Gérard, C.; Goldbeter, A. Dynamics of the Mammalian Cell Cycle in
Physiological and Pathological Conditions. WIREs System Biological and
Medcine. v. 8, p. 140-156. 2016.

Giacinti, C; Giordano, A. RB and cell cycle progression. Oncogene. v.
25, p. 5220-5227. 2006.

Golub, T. R.; Slonim, D. K.; Tamayo, P.; Huard, C.; Gaasenbeek, M.;
Mesirov, J. P.; Coller, H.; Loh, M. L.; Downing, J. R.; Caligiuri, M. A.; Bloomfield,
C. D.; Lander, E. S. Molecular classification of cancer: class discovery and class
prediction by gene expression monitoring. Science. v. 286 (5439), p. 531-537.
1999.

Gutierrez, C. 25 Years of Cell Cycle Research: What's Ahead? Trends
Plant Sci. [Epub ahead of print]. 2016.

Hattori, Y.; Yokoya, A.; Watanabe, R. Cellular automaton-based model
for radiation-induced bystander effects. BMC Syst Biol. v. 9 (90), p. 01-22.
2015.

He, R.; Yu, Z; Zhang, R.; Zhang, Z. Protein tyrosine phosphatases as
potential therapeutics targets. Acta Pharmacologica Sinica. v. 35, p. 1227—-
1246. 2014.

Heiden, M.G. V.; Cantley, C. L.; Thompson, C. B. Understanding the
Warburg Effect: The Metabolic Requirements of Cell Proliferation. Science. v.
324, p. 1029-1033. 2010.

INCA, Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva.
Estimativa 2016: Incidéncia de Cancer no Brasil. Ministério da Saude. v. 11.
Rio de Janeiro, 2015.

lwanaga, S. S., T. Enzymes in snake venom. SPRINGER. Berlin
Heidelberg, New York. 1979.

Jiang, N.; Wang, X.; Yang, Y.; Dai, W. Advances in mitotic inhibitors for
cancer treatment,” Mini-Reviews in Medicinal Chemistry. v. 6 (8), p. 885-895,
2006.

Kagami, Y.; Yoshida, K. The functional role for condensin in the
regulation of chromosomal organization during the cell cycle. Cell Mol Life Sci.
[Epub ahead of print]. 2016.

34


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kagami%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27402120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoshida%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27402120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27402120

Kamath, S.; Buolamwini, J. K. Targeting EGFR and HER-2 receptor
tyrosine kinases for cancer drug discovery and development. Medicinal
Research Reviews. v. 26 (5). p. 569-594. 2006.

Kang, T. S.; Georgieva, D.; Genov, N.; Murakami, M. T.; Sinha, M.;
Kumar, R. P.; PunitKaur, P.; Kumar, S.; Dey, S.; Sharma, S.; Alice Vrielink, A;
Betzel, C.; Takeda, S.; Raghuvir K.; Arni, R. K.; Singh, T. P.; Kini, R. M.
Enzymatic toxins from snake venom: structural characterization and mechanism
of catalysis. FEBS Journal. v. 278. p. 4544-4576. 2011.

Kao, J.; Salari, K.; Bocanegra, M.; Choi, Y. L.; Girard. L.; Gandhi, J.;
Kwei, K. A.; Hernandez-Boussard, T.; Wang, P.; Gazdar, A. F.; Minna, J. D.;
Pollack, J. R. Molecular profiling of breast cancer cell lines defines relevant
tumor models and provides a resource for cancer gene discovery. PLOSONE. v.
4(7), p. 01-16. 20009.

Ketelhut, D. F. J.;, Homem De Mello, M.; Veronese, E. L. G;
Esmeraldino, L. E.; Murakami, M. T.;Arni, R. K.; Giglio, J. R.; Cintra, A. C. O,
Sampaio, S. V. Isolation, characterization and biological activity of acidic
phospholipase A2 isoforms from Bothrops jararacussu snake venom. Biochim.,
v. 85, p. 983-991, 2003.

Kini, R. M. Excitement ahead: structure, function and mechanism of
snake venom phospholipase A2 enzymes. Toxicon, v. 42, p. 827-840, 2003.

Kini, R. M.; Evans, H. J. A model to explain the pharmacological effects
of snake venom phospholipase A2. Toxicon, v. 27, p. 613-635, 19809.

Krizaj, |.; Bieber, A. L.; Ritonja, A.; Gubensek, F. The primary structure of
ammodytin L, a myotoxic phospholipase A2 homologue from Vipera ammodytes
venom. European Jounal of Biochemistry, v. 202, p. 1165-1168, 1991.

Lajus, T. B. P. A utilizacdo de inibidores de PARP na profilaxia € no
tratamento do cancer de mama deficiente no gene BRCA1. R. Ci. méd. biol. v.
9 (3), p. 252-256. 2010.

De Carvalho D. D.; Schmitmeier, S.; Novello, J. C.; Markland, F. S. Effect
of BJdcuL (a lectin from the venom of the snake Bothrops jararacussu) on
adhesion and growth of tumor and endothelial cells. Toxicon. v. 39, p. 1471-
1476. 2001.

Lewis, R. J.; Garcia, M. L. Therapeutic potential of venom peptides.
Nature Reviews Drug Discovery, v. 2 (10), p. 790-802. 2003.

35



Liu, S; Dontu, G.; Wicha, M. S. Mammary stem cells, self-renewal
pathways, and carcinogenesis. Breast Cancer Research. v. 7, p. 86-95. 2005.

Mackessy, S. P. Handbook of Venoms and Toxins of Reptiles. CRC
Press: Taylor and Francis Group. New York, USA, 2010.

Malumbres, M.; Barbacid, M. To Cycle or not to Cycle: A Critical Decision
in Cancer. Nature reviews Cancer. v. 1, p. 222-231. 2001.

Maluumbres, M.; Barbacid, M. Cell cycle, CDKs in cancer: A changing
paradigm. Nature Reviews Cancer. v. 9; p. 153-166. 2009.

Matsui, T.; Fujimura, Y.;Titani, K. Snake venom proteases affecting
hemostasis and thrombosis. Biochemica et Biophysica Acta: BBA, v.1477, p.
146-156. 2000.

Morgan, D. O. The Cell Cycle: Principles of Control. New Science Press
Ltd. London, UK. 2007.

NCI, National Cancer Institute — EUA. What Is Cancer. Disponivel em:
<http://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer>.  Acesso
em: 14 de Julho de 2016.

NCI, National Cancer Institute — EUA. What Is Cancer. Disponivel em:

http://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer/metastatic-
fact-sheet . Acesso em: 19 de Julho de 2016.

Nunes, D. C.; Figueira, M. M.; Lopes, D. S.; De Souza, D. L.; Izidoro, L.
F.; Ferro, E. A.; Souza, M. A.; Rodrigues, R. S.; Rodrigues, V. M.; Yoneyama,

K. A. BnSP-7 toxin, a basic phospholipase A2 from Bothrops pauloensis snake
venom, interferes with proliferation, ultrastructure and infectivity of Leishmania
(Leishmania) amazonensis. Parasitology. v. 140 (7), p. 844-854. 2013.

Nurbury, C.; Nurse, P. Animal Cell Cycles and Their Control. Annu. Rev.
Biochem. v. 61, p. 441-470. 1992.

O’Leary, B.; Finn, R. S.; Turner, N. C. Treating Cancer with selectives
CDK-4/6 inhibitors. Nature Reviews | Clinical Oncology. v. 26, p. 01-14. 2016.

Oliveira, C. F.; Lopes, D. S.; Mendes, M. M.; Homsi-Brandeburgo, M. [;
Hamaguchi, A.; Alcantara, T. M.; Clissa, P. B.; Rodrigues, V. M. Insights of local
tissue damage and regenation induced by BnSP-7, a myotxin isolated from
Bothrops (neuwiedi) pauloensis snake venom. Toxicon. v. 53, p. 560-569.
20009.

36


http://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer
http://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer/metastatic-fact-sheet
http://www.cancer.gov/about-cancer/understanding/what-is-cancer/metastatic-fact-sheet

Ossovskaya, V.; Wang. Y.; Budoff, A.; Xu, Q.; Lituev, A.; Potapova, O.;
Vansant, G.; Monforte, J.; Daraselia, N. Exploring molecular pathways of triple-
negative breast cancer. Genes Cancer. v. 9, p. 870-879. 2011.

Ownby, C. L.; Selistre de Araujo, H. S.; White, S. P.; Fletcher, J. E.
Lysine 49 phospholipase A2 proteins. Toxicon, v.37 (3), p. 411- 445. 1999.

Ketelhut, D. F.; de Mello, M. H.; Veronese, E. L.; Esmeraldino, L. E.;
Murakami, M. T.; Arni, R. K.; Giglio, J. R.; Cintra, A. C.; Sampaio, S. V.
Isolation, characterization and biological activity of acidic phospholipase A2
isoforms from Bothrops jararacugu snake venom. Biochimie. v. 85 (10), p. 983-
991. 2003.

Pavletich, N. P. Mechanisms of cyclin-dependent kinase regulation:
structures of Cdks, their cyclin activators, and CIP and Ink4 inhibitors. Journal
of Molecular Biology. v. 287 (5), p. 821-828. 1999.

Pinho, F. M. O.; Pereira, L. D. Ofidismo. Rev. Ass. Med. Brasil, Sdo
Paulo, v. 17, n. 1, p. 24-29, 2001.

Polgar, J.; Magnenat, E. M.; Peitsch, M. C.; Wells, T. N.; Clemeteson,K.
J. Asp-49 is not an absolute prerequisite for the enzymic activity of low-M(r)
phospholipases A2: purification, characterization and computer modeling of an
anzymically active Ser-49 phospholipase A2, ecarpholin S. from the venom of
Echis carinatus sochureki (saw-scled viper). Journal of Biochemistry, v. 319,
p. 961-968, 1996.

Pollard, T. D.; Earnshaw, W. C. Cell Biology. 2" ed. Saunders: Elsevier.
Philadelphia, PA, USA. 2008.

Prinholato da Silva, C.; Costa, T. R.; Paiva, R. M.; Cintra, A. C.; Menaldo,
D. L.; Antunes, L. M.; Sampaio, S. V. Antitumor potential of the myotoxin BthTX-
| from Bothrops jararacussu snake venom: evaluation of cell cycle alterations
and death mechanisms induced in tumor cell lines. J Venom Anim Toxins Incl
Trop Dis. v. 21 (44), p. 01-08. 2015.

PubMed Health. Cancer (Malignant Neoplasm). Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMHTO0015630/. Acess in: 25 de
Julho de 2016.

Raj, S.; Franco, V. 1; Lipshultz, S. E. Anthracycline-Induced

Cardiotoxicity: A Review of Pathophysiology, Diagnosis, and Treatment.

37


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMHT0015630/

Current Treatment Options in Cardiovascular Medicine. v. 16 (6), p. 315-
325. 2014.

Rodrigues, R. S.; lzidoro, L. F.; Teixeira, S. S.; Silveira, L. B,
Hamaguchi, A.; Homsi-Brandeburgo, M. |.; Selistre-de-Araujo, H. S.; Giglio, J.
R.; Fuly, A. L.; Soares, A. M.; Rodrigues, V. M. lIsolation and functional
characterization of a new myotoxic acidic phospholipase A(2) from Bothrops
pauloensis snake venom. Toxicon. v. 50 (1), p. 153-165. 2007.

Rodrigues, R. S.; lzidoro, L. F.; Teixeira, S. S.; Silveira, L. B
Hamaguchi, A.; Homsi-Brandeburgo, M. |.; Selistre-de-Araujo, H. S.; Giglio, J.
R.; Fuly, A. L.; Soares, A. M.; Rodrigues, V. M. Isolation and functional
characterization of a new myotoxic acidic phospholipase A(2) from Bothrops
pauloensis snake venom. Toxicon. 2007, v. 50 (1), p. 153-165. 2007.

Rodrigues, R.S. Analise do perfil de expressdo génica da glandula de
peconha de Bothrops pauloensis (Bothropoides pauloensis). Tese de
doutorado. Universidade Federal de Uberlandia, 2010.

Rodrigues, R.S.; Boldrini-Franga, J.; Fonseca, F. P.; de la Torre, P.;
Henrique-Silva, F.; Sanz, L.; Calvete, J. J.; Rodrigues, V. M. Combined snake
venomics and venom gland transcriptomic analysis of Bothropoides pauloensis.
J Proteomics. v. 75(9), p. 2707-2720. 2012.

Rodrigues, V. M.; Lopes, D. S.; Castanheira, L. E.; Gimenes, S. N. C,;
Naves-de-Souza D. L.; Ache, D. C.; Borges, |.P.; Yoneyama, K. A. G,
Rodrigues R. S. Bothrops pauloensis Snake Venom Toxins: The Search for
New Therapeutic Models. Current Topics in Medicinal Chemistry. v. 15, n. 7,
p. 670 — 684, 2015.

Rodrigues, V. M.; Marcussi, S.; Cambraia, R. S.; de Araujo, A. L.; Malta-
Neto, N. R.; Hamaguchi, A.; Ferro, E. A.; HomsiBrandeburgo, M. |.; Giglio, J. R;
Soares, A. M. Bactericidal and neurotoxic activities of two myotoxic
phospholipases A2 from Bothrops neuwiedi pauloensis snake venom. Toxicon.
v. 44(3), p. 305-314. 2004.

Rosen, P. P. Rosen’s Breast Pathology. 4" edition. Lippincott Williams
& Wilkins, A Wolters Kluwer business. Philadelphia, PA, USA. 2014.

Ruddon, R. W. Cancer biology. Oxford University Press. 4" ed. New
York, USA. 2007.

38



Santos Filho, N. A. Caracterizagao Funcional e Estrutural de uma
Fosfolipase A2 Acida Toxica Isolada da Pegonha de Bothrops moojeni.
Dissertagao de Mestrado. Universidade de Sao Paulo. 2009.

SBH, Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH). Lista de espécies de
répteis do Brasil. 2015. Disponivel em: <
http://www.sbherpetologia.org.br/images/LISTAS/2015-03-Repteis.pdf.>.
Acesso em: Abril de 2016.

Schaloske, R. H.; Dennis, E. A. The phospholipase A2 superfamily and

its group numbering system. Biochim Biophys Acta. v. 1761 (11), p. 1246-
1259. 2006.

Scholey,J. M.; Brust-Mascher, I.; Mogilner, A. Review article Cell division.
Nature. v. 422, p. 746-752. 2003.

Schnitt, S. J. Classification and prognosis of invasive breast cancer: from
morphology to molecular taxonomy. Modern phatology. v. 23, p. S60-S64.
2010.

Soares, A. M.; Guerra-Sa, R.; Borja-Oliveira, C. R.; Rodrigues, V. M;
Rodrigues-Simioni, L.; Rodrigues, V.; Fontes, M. R.; Lomonte, B.; Gutierrez, J.
M.; Giglio, J. R. Structural and functional characterization of BhSP-7, a Lys49
myotoxic phospholipase A(2) homologue from Bothrops neuwiedi pauloensis
venom. Arch. Biochem. Biophys. v. 378 (2), p. 201-209. 2000.

Souza J. R. F., Monteiro R. Q., Castro H. C., Zingali R. B., Proteolytic
action of Bothrops jararaca venom upon its own constituents, Toxicon, v. 39, p
787-792, 2001.

Steeg, P. S. Targeting metastasis. Nature Reviews Cancer. v. 16, p.
201-218. 2016.

Tang, Z. I. The Domino and Clock Models of Cell Cycle Regulation.
Nature Education. v. 3 (9), p. 56-61. 2010.

Theoret, M. R.; Cohen, C. J.; Nahvi, A. V.; Ngo, L. T.; Suri, K. B.; Powell,
D. J.; JR Dudley, M. E.; Morgan. R. A.; Rosenberg, S. A. Relationship of p53
overexpression on cancers and recognition by anti-p53 T cell receptor-
transduced T cells. Human Gene Therapy. v. 19 (11), p. 1219-1232. 2008.

Tsai, I. H.; Wang, U. M.; Chen, Y. H.; Tsai, T. S.; Tu, M. C. Venom

phospholipase A2 of bamboo viper (Trimeresurus stejnegeri): molecular

39


http://www.sbherpetologia.org.br/images/LISTAS/2015-03-Repteis.pdf

characterization, geographic variations and evidence of multiple ancestries. J.
of Biochemistry, v. 377, p. 215-223, 2004.

Valle, L. A. & Brites, C. L. V. Nomes populares e aspectos ecoldgicos de
Bothrops pauloensis (Amaral 1925) em areas antropizadas do Triangulo e Alto
Paranaiba, Minas Gerais. Revista Brasileira de Zoociéncias. v. 10, p. 155-
161, 2008.

Vyas, V. K.; Brahmbhatt, K.; Bhatt, H.; Parmar, U. Therapeutic potential
of snake venom in cancer therapy: current perspectives. Asian Pac J Trop
Biomed. v. 3 (2), p. 156-162. 2013.

Wang, H.; Mannava, S.; Grachtchouk, V.; Zhuang, D.; Soengas, M. S.;
Gudkov, A. V.; Prochownik, E. V.; Nikiforo, M. A. c-Myc depletion inhibits
proliferation of human tumor cells at various stages of the cell cycle.
Oncogene. v. 27, p. 1905-1915. 2008.

Warburg, O.; Wind, F.; Negelein. E. The Metabolism of tumors in the
Body. J Gen Physiol. v. 8 (6), p. 519-530. 1927.

Ward, R. J.; Oliveira, A. H.; Bortoleto, R. K.; Rosa, J. C.; Faca, V. M;
Greene, L. J. Refolding and purification of Bothropstoxin-l a Lys- 49
phospholipase A2 Homologue, expressed as inclusion bodies in Escherichi coli.
Prto. Expr. Purif., v. 21, p. 134-140, 2001.

Wei, J. F.; Wei, X. L.; Chen, Q. Y.; Huang, T.; Qiao, L. Y. Wang, W. Y_;
Xiong, Y. L.; He, S. H. N49 phospholipase A2, a unique subgroup of snake
venom group Il phospholipase A2. Biochim. Biophys. Acta, v. 1760, p. 462-
471, 2006.

Weinberg, R. A. The Biology of Cancer. 2" ed. Garland Science, Taylor
& Francis Group. New York, 2014.

WHO, World Health Organization. Cancer: Media center — Fact sheets.
Disponivel em: http://www.who.int/mediacenter/factsheets/fs297/en. Acesso
em: Maio de 2016.

Witkiewicz, A. K.; Knudsen, E. S. Retinoblastoma tumor suppressor

pathway in breast cancer: prognosis, precision medicine, and therapeutic
interventions. Breast Cancer Research. v. 16 (207), p. 01-12. 2014.

Wittcoff, H. The Phosphatides. Ed. Reinhold Publising Corporation.
New York, p. 99-115. 1951.

40


http://www.who.int/mediacenter/factsheets/fs297/en

Yan, C.; Yang, Y.; Qin, Z.; Reid, P.; Liang, Z. Autophagy is involved in
cytotoxic effecs od crotoxin in human breast cancer cell line MCF-7 cells. Acta
Pharmacol Sin. v. 38 (4), p. 540-548. 2007.

Zafonte, B. T.; Hulit, J.; Amanatullah, D. F.; Albanese, C.; Wang, C;
Rosen, E.; Reutens, A.; Sparano, J. A.; Lisanti, M, P.; Pestell, R. G. Cell-cycle
dysregulation in breast cancer: breast cancer therapies targeting the cell cycle.
Frontiers in Bioscience. v. 5, p. 938-961. 2000.

Zhao, X.; Andreas Rodland, E. A.; Tibshirani, R.; Plevritis, S. Molecular
subtyping for clinically defined breast cancer subgroups. Breast Cancer
Research. 2015, p. 01-09. 2015.

41



Capitu'o o2

Efeito Citotéxico e Genotéxico de uma fosfolipase A:zisolada da pegonha
de Bothrops pauloensis sobre células de cancer de mama triplo negativo:
Uma analise sobre o ciclo celular.

Resumo

A agdo genotoxica de farmacos utilizados na terapia do cancer € o
mecanismo mais comum dessa classe de compostos e a busca por novas
moléculas que sejam mais eficientes neste processo e ao mesmo tempo,
menos nocivas para ceélulas saudaveis do organismo séo crescentes. Nesta
perspectiva, proteinas isoladas das peconhas de serpentes, como a BnSP-6,
uma PLA:z relativamente abundante na pegonha de Bothrops pauloensis, s&o
promissores modelos de agentes terapéuticos. Neste trabalho, avaliamos a
citoxicidade e genotoxicidade da BnSP-6 em células de céncer de mama da
linhagem MDA-MB-231. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio da atividade
da enzima mitocondrial tetrazdlio-succinato-desidrogenase e a genotoxicidade
foi avaliada pelo teste de micronucleo a através da analise do ciclo celular por
citometria de fluxo e da expressao de genes relacionados ao ciclo celular. Os
resultados mostraram que BnSP-6 € capaz de induzir a genotoxicidade nas
células MDA-MB-231 mais do em células ndo tumorigénicas (MCF-10A). A
PLA: foi capaz de alterar o ciclo celular das células MDA-MB-231 promovendo
diminui¢cao da proliferagdo pelo acumulo de células na fase G0-G1. Além disso,
BnSP-6 diminui a expresséo de genes relacionados ao avango das células pelo
ciclo celular, corroborando com os resultados obtidos nos ensaios de citometria
de fluxo. Com isso, BnSP-6 se mostrou um promissor modelo de agente
terapéutico capaz de alterar o ciclo celular de células de cancer de mama triplo
negativo, podendo servir como base para a produ¢ao de moléculas a partir da
estrutura dessa PLA2 assim como estudos que visem elucidar ainda mais os
mecanismos de a¢ao dessa toxina sobre células de cancer de mama.

Palavras Chave: PLA2; BnSP-6; Cancer de mama; Genotoxicidade; Ciclo

celular, Bothrops pauloensis.
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Abstract

The genotoxic action of drugs used in cancer therapy is the most
common mechanism of this class of compounds and the search for new
molecules that are more efficient in this process and at the same time less
harmful to healthy cells of the organism is growing. In this perspective,
compounds of snakes, such as BnSP-6, an relatively abundant PLA2 from
Bothrops pauloensis venom are promising models of therapeutic agents. In this
work, we evaluate the cytotoxicity and genotoxicity of BnSP-6 in breast cancer
cells MDA-MB-231. The cytotoxic was evaluated by the assay of activity of the
succinate-dehydrogenase-tetrazolium  mitochondrial enzyme and the
genotoxicity was evaluated by the micronucleus test and through cell cycle
analysis by flow cytometry and the expression of genes related to the cell cycle.
The results showed that BnSP-6 was capable to induce genotoxicity in MDA-
MB-231 cancer cells more than in non-tumorigenic cells (MCF-10A). Cell cycle
analysis revealed the accumulation of cells in the G0-G1 phase induced by
BnSP-6. Furthermore, BnSP-6 decreases the expression of genes related to the
progression in the cell cycle. Thus, BnSP-6 proved to be a promising model of
therapeutic agent, capable to alter the cell cycle of triple negative cancer cells, it
could serve as a basis to production of molecules from the structure of this
PLA2 as well as studies aimed to elucidate the mechanisms of action of this
toxin on breast cancer cells.
Keyworks: PLA2; BnSP-6; Breast cancer; Genotoxycity; Cell cycle, Bothrops

pauloensis.
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1. Introdugéao

O cancer de mama triplo negativo € um dos maiores desafios para
pesquisas que visam o aprimoramento e desenvolvimento de novos agentes
para a terapéutica do cancer de mama, uma vez que as pesquisas atuais ainda
nao encontraram um alvo especifico nessas células, como acontece nos
subtipos de canceres de mama HER2 positivos e ER/PR (receptores de
estrogeno/ receptores de progesterona) positivos (KAMATH & BUOLAMWINI,
2006; KAO, et. al., 2009; SCHNITT, 2010; ZHAO, et. al., 2015).

Geralmente, os farmacos utilizados na terapia celular de canceres tém
como alvo moléculas relacionadas ao ciclo celular, uma vez que esta via é
essencial para a proliferagdo e manutencido tecidual, e apresenta diversas
alteracdes em células cancerigenas, inclusive cancer de mama (GUTIERREZ,
2016; O'LEARY, et. al., 2016; MALUMBRES & BARBACID, 2001; GERARD &
GOLDBETER, 2016).

Um dos principais mecanismos relacionados ao ciclo celular que se
encontram alterados nas células cancerigenas séo os relacionados as vias de
reparo e manutengao da integridade do DNA (WEINBERG, 2014; GERARD, et.
al. 2016; HELLEDAY, et. al., 2008). No cancer de mama, alteragdes nos genes
CHEKZ2, p53 e Cdh1 sdo bem descritas, e provocam alteragdes graves do ciclo
celular dessas células, levando a um aumento da taxa de proliferacdo e
invasao, assim como inibicdo dos processos de morte celular programada
nessas células (BRANNON-PEPPAS & BLANCHETTE, 2012; GERARD, et. al.,
2016; GASCO, et. al., 2002; GAO, et. al., 2009; HELLEDAY, et. al., 2008; KAO,

et. al., 2009).
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Toxinas de serpentes sdo fontes abundantes de moléculas como
potencial terapéutico e tém sido o foco de pesquisas que buscam a
bioprospeccdo e o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
(CALDERON, et. al. 2014). Dentre os componentes dessas peconhas, as
fosfolipases A2 (PLA2s) apresentam diversas atividades farmacoldgicas e tém
sido exploradas ao longo dos anos por pesquisadores de todo mundo
(CALDERON, et. al., 2014; RODRIGUES et. al., 2010; RODRIGUES, et. al.,
1998; VYAS, et. al., 2015), sendo enzimas capazes de induzir citoxicidade,
apoptose e autofagia em células tumorais, além de apresentar atividade
antimicrobiana e antiparasitaria, assim como a capacidade genotdxica e de
interferir no ciclo celular de células cancerigenas (RODRIGUES, et. al., 2015;
VYAS, et. al., 2015; CALDERON, et. al. 2014; AZEVEDO, et. al., 2016; YAN,
et. al, 2007; MARCUSSI, et al, 2011; DOUMANOV, et. al, 2015;
PINHOLATO, et. al., 2015; BAZAA, et. al., 2010).

Recentemente em nosso grupo de pesquisas, Azevedo e colaboradores
(2016), realizaram um estudo com BnSP-6, uma PLA2 Lys-49 (ndo enzimatica)
isolada da peconha de Bothrops pauloensis. Neste estudo, BnSP-6 foi capaz
de induzir apoptose em células MDA-MB-231, acdo comprovada pelo aumento
da expressao de genes relacionados a via apoptética. Além disso, a PLA: foi
capaz de induzir a formagao de vacuolos autofagicos e provocar um aumento
da expresséo de genes BRCA2 e TP53, genes supressores de tumor.

Neste trabalho avaliamos a agao citotoxica e genotdéxica da BnSP-6
sobre células de cancer de mama, através de analises da capacidade de

inducdo da formacdo de micronucleos e acdo da PLA2 sobre o ciclo celular nas
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linhagens de mama MDA-MB-231 (tumoriogénica) e MCF-10A (ndo

tumoriogénica).

2. Materiais e métodos

2.1 Pegonha de Bothrops pauloensis

A peconha bruta (PB) da serpente Bothrops pauloensis foi obtida a partir
de espécimes mantidos no Serpentario Proteina Bioativas LTDA, estabelecido
na Fazenda Boa Esperanca S/N — Zona Rural — Batatais/SP. Este serpentario
possui comprovante de registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (n° de cadastro: 471301). Este trabalho possui
certificacdo para acesso ao patriménio genético pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pelo seguinte numero de
acesso: 010 453/2014-8.

2.2 Purificagao da PLA2 BnSP-6

A PLA2 BnSP-6 foi isolada conforme descrito por Rodrigues et. al.,
(1998), com modificagbes. Aproximadamente 200 mg de peconha bruta de B.
pauloensis foram dissolvidos em 2 mL de tampao bicarbonato de amoénio
(AMBIC) 50 mM pH 7.8 e centrifugado a 3.000 xg por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi submetido a cromatografia de troca ibnica em coluna CM-
Sepharose (Amersham Biosciences, Brasil) fastflow. As amostras foram eluidas
por um gradiente convexo de concentragdo usando o tampao bicarbonato de
amodnio 50 mM a 500 mM (pH 7,8), em temperatura ambiente. As fragdes foram
coletadas em fluxo de 6,5 mL/h (1 mL/tubo) em um coletor de fragbes Redifrac
(Amersham Biosciences do Brasil Ltda). Durante as coletas, as fragdes foram

monitoradas por absorbancia em comprimento de onda a 280 nm em um
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espectrofotdbmetro (Ultrospec 1000 — Amersham Pharmacia Biotech). As
fracbes foram analisadas em eletroforese SDS-PAGE a 12,5%. As amostras
foram liofiizadas e armazenadas a -20°C. A fracdo contendo BnSP-6 foi
recromatografada em cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) em coluna
C18 (GE healthcare-Life sciences, Brasil). A coluna foi equilibrada com
solvente A (0,1% acido trifluoroacético, 4% de acetonitrila) e a fragéao foi eluida
em um gradiente de concentragdo de 0 a 100% do solvente B (0,1% &acido
trifluoroacético, 80% de acetonitrila) em um fluxo de 0,5 mL/min por 33 minutos.
A fracdo correspondente ao unico pico de ABS a 280 nm foi liofilizada e
estocada a -20°C e posteriormente submetida a analise por eletroforese SDS-
PAGE a 12,5%, conforme descrito por Laemmli (1970).

2.3 Cultivo celular

A linhagem celular de cancer de mama, de subtipo basal-like, MDA-MB-
231, e a linhagem celular ndo tumorigénica de células do epitélio mamario,
MCF-10A foram obtidas da ATCC (American Type Culture Collection;
Manassas, USA). As células MDA-MB-231 foram cultivadas e mantidas em
meio IMDM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), U/mL
penicillina e 100 yg/mL de streptomicina a temperatura de 37°C e 5% de COo..
A células de linhagem n&o tumorigénica, MCF-10A foram mantidas em meio
DMEM F12 (Sigma Aldrich, Brasil), suplementado com EGF20 ng/mL,
hidrocortisona 0.5 pg/mL, insulina 10 yg/mL (/nvitrogen, Brasil), 10% SFB
(Cultilab, Brasil) e sulfato de gentamicina (25 mg/mL) (Sigma, Brasil) a

temperatura de 37°C e 5% CO..
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2.4 Ensaio de Citotoxicidade

A citotoxicidade de BnSP-6 nas duas linhagens celulares foi avaliada
pelo reagente MTT ((4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
que avalia a atividade da enzima mitocondrial tetrazdlio-succinato
desidrogenase. As células (MDA-MB-231 e MCF-10A) foram adicionadas em
placas de cultura celular de 96 pogos (2x10* células/pogo) contendo meio e
incubadas a 37°C e 5% de CO2. Apds 24 horas, as células foram tratadas com
diferentes concentragées de BnSP-6 (100 pg/mL, 50 ug/mL, 25 pg/mL, 12,5
pg/mL, 6,25 pg/mL e 3,125 pg/mL) e incubadas por 24 horas a 37°C e 5% de
CO2. Como controle de células n&o tratadas, foi adicionado somente meio de
cultura. Apés 24 horas de incubacgao foi adicionado 20 ul/pogo de solugao de
MTT (5mg/mL). Apos 3 horas de incubagao foi acrescentado 100 pL/pogo de
uma solugcéo de SDS 10% contendo 0,01 M de HCI. A densidade optica (DO)
foi determinada a 570 nm em leitor de placas (Multiskan GO Thermo Scientific,
USA) apdés 18 horas de adigdo da solugdo de SDS. O valor de IC 50 foi
calculado utilizado o software GraphPad Prism (vers&do 5.00.288) por regresséo
n&o linear.

2.5 Ensaio de Genotocidade

A genotoxicidade de BnSP-6 foi avaliada conforme o teste de
micronucleos in vitro. Esse ensaio foi realizado segundo protocolo da OECD
(Organisation for Economic Cooperation and Development). As células MDA-
MB-231 e MCF-10A foram incubadas em placas de 96 pogos (2x10%
células/pogos) contendo meio com 10% de SFB. Apds 24 horas as células
foram tratadas com 0,1 mg/mL mitomicina C (controle positivo), meio de cultura

(controle negativo), peconha bruta de B. pauloensis (1 yg/mL) ou BnSP-6 (100
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pMg/mL, 50 ug/mL e 25 pg/mL). Apds 24 horas o meio com tratamento foi
retirado, as células foram lavadas com PBS e novamente incubadas por 24
horas a 37°C e 5% CO2 com meio suplementado com 10% SFB.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS, coradas com o marcador
de DNA Hoechst (0,1 M em PBS) e analisadas em microscépio de
fluorescéncia EVOS FL Imaging System (Thermo Fisher Scientific, USA). Para
avaliar a genotoxicidade foram contadas 2.000 células por pogo de tratamento.
A genotoxicidade foi obtida pela comparagédo dos numeros de micronucleos
contados entre as células que receberam os tratamentos e com os grupos
controle.

2.6 Anadlise do Ciclo celular por citometria de fluxo

A analise do ciclo celular foi realizada segundo Crissman and Steinkamp
(1973) e Krishan (1975), com modificagbes. As células (MDA-MB-231 e MCF-
10A foram plaqueadas em placa de 24 pogos (1,5x10° células/pogo) e
incubadas por 24 horas a 37°C e 5% COa2. Apés, o ciclo celular das células foi
sincronizado na fase G0/G1, pela incubagao das células na placa com meio de
cultura com 0,2% de SFB, conforme descrito por Rosner e Hengsthchlager
(2011) por cerca de 12 a 16 horas a 37°C e 5% de CO2. Posteriormente, as
células foram tratadas com 50 pg/mL de BnSP-6 em meio com 10% de SFB e
incubadas por 24 horas a 37°C e 5% COa2. As células entdo foram coletadas e
fixadas em formaldeido 4% por 40 minutos a temperatura ambiente. Para
mensurar apenas o0 DNA celular as células foram tratadas com solucéo de
RNAse (100 pg/mL) por 30 minutos a 4°C e em seguida, as células foram
marcadas com solugdo de iodeto de propideo (50 ug/mL) por 30 minutos a

temperatura ambiente. O ciclo celular foi analisado em citometro de fluxo FACS
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Canto Il (BD Bioscienc), e os dados foram obtidos utilizando o software FlowJo
(versao 7.6.3).

2.7 Expressao génica

A anadlise da expressao génica foi realizada pela da extracdo do RNA
total das células tratadas e posterior ensaio de RT-PCR realizada pela
metodologia SYBR Green RT-PCR. As células MDA-MB-231 foram tratadas
com BnSP-6 (50 pg/mL) por 24 horas a 37° C em incubadora umidificada
contendo 5% de CO2. Apds a incubagao, o RNA total foi extraido usando o kit
Tri-Reagent Sigma e estocados a -80° C. A concentracdo e pureza do RNA
extraido foi estimada por densidade Optica a 230 e 260nm, respectivamente.
Para a sintese das moléculas de cDNA, foi utilizado o kit GoScript composto
por um sistema de transcricédo inversa (GoScript Reverse Transcription System
Kit Promega, Brasil) de acordo com o manual do fabricante.

A expressao génica foi analisada por qPCR em tempo real. Os primers
iniciadores dos seguintes genes: CDH1, CCND1, CCNE1, CDC25A, CHEKZ2,
E2F1 e NF-KB, foram obtidos de GO GENONE HCAN-1 (Human Cancer
Pathway Primer Library) e o ensaio foi realizado seguindo as especificagées do
manual do fabricante. As rea¢des foram realizadas utilizando 0.1 uM de cada
primer, separadamente, e 2uL de cDNA. Foram realizados 50 ciclos, cada um
com 95° C por 10 segundos e 58° C por 45 segundos. Os dados obtidos foram
analisados pelo método Comparative threshold cycle (CT), conforme Livak &
Schmittgen (2001). Os dados foram normalizados utilizando como gene
constitutivo B-actina e os resultados foram expressos comparando a expressao

nos grupos tratados com BnSP-6 com a expressao nos grupos controle.
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2.8 Analises estatisticas

A significancia foi determinada utilizando o teste One-way ANOVA, teste
t de Student ou teste de comparagdes multiplas de Tukey para os dados
paramétricos ou o teste de Mann-Whitney para os dados ndo parameétricos, de
acordo com o desenho experimental (GraphPad Prism Software versao
5.00.288). Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando

p <0,05.

3. Resultados

3.1 Purificagcdo da PLA2 BnSP-6

A PLA2 BnSP-6 foi purificada em dois passos cromatograficos, uma
cromatografia de troca idnica em coluna CM-Sheparose (Figura 1A) e uma
cromatografia de fase reversa em coluna C18 (Figura 1C). O primeiro passo
da purificagdo resultou em 6 fragdbes denominadas de CM1 a CMS5b, essas
fragbes foram analisadas em gel de eletroforese SDS-PAGE 12,5% (Figura
1B). A fragdo correspondente a BnSP-6 foi CM5a. Essa fracao foi liofilizada e
eluida numa cromatografia de fase reversa em coluna C18. O fracionamento
obtido resultou um unico pico que foi recolhido e liofilizado. A pureza da fracéo
foi confirmada pela analise em gel de eletroforese SDS-PAGE 12,5% (Figura

1D).
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Figura 1: Purificagdo da PLA2 BnSP-6. (A) cromatografia de troca idbnica em coluna CM-Sepharose da
peconha de B.pauloensis. (B) SDS-PAGE 12,5% das fragdes obtidas do fracionamento em coluna CM-
Sepharose, 1- padrdao de massa molecular; 2- fragdo CM1; 3- fragdo CM2; 4- fragdo CM3; 5- fracdo CM4;
fracdo CMb5a; 6- fragdo CM5b (C) Cromatografia de fase reversa em coluna C18 da fragado CM5a. (D) SDS-
PAGE 12,5% da unica fragdo obtida no fracionamento em C18, mostrando a PLA: isolada, analise do gel
contendo o padrao de massa molecular e BnSP-6 isolada.

3.2 Citotoxicidade

BnSP-6 apresentou capacidade citotoxica para as células de tecido
mamario de maneira dose-dependente, porem com efeitos significativamente

maiores em MDA-MB-231 do que em MCF-10A. Nas células MDA-MB-231 a
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analise estatistica revelou que o IC50 (dose de toxina capaz de ser citotdxica a
50% das células) de BnSP-6 foi de aproximadamente 48 ug/mL, enquanto que
para as células MCF-10A, BnSP-6 foi pouco citotdéxica. As células MCF-10A
tratadas com dose de 12,5 pg/ml ndo apresentaram alteracées na viabilidade
celular, enquanto que o tratamento com 12,5 ug/ml de BNSP-6 foi capaz de
reduzir a viabilidade de células MDA-MB-231 em aproximadamente 40%,

demonstrando assim, certa especificidade da toxina para esse tipo celular.

A B

% Viabilidade MCF-10A
% Viabilidade MDA-MB-231

Figura 2: Viabilidade celular das linhagens MCF-10A (A) e MDA-MB-231 (B). As células foram
tratadas com diferentes concentragcdes de BnSP-6 por 24 horas e o e a leitura da absorbancia foi
realizada a 570 nm. *Andlises que mostraram resultados com valores significativos em relagédo
ao grupo controle.

3.3. Genotoxicidade

Nos ensaios de genotoxicidade, a BnSP-6 apresentou maior capacidade
genotdxica nas células cancerigenas do que em MCF-10A, apresentando
também uma relagcdo dose-dependente na indugdo da formacao de
micronucleos em células MDA-MB-231, conforme mostra a figura 3. Os

tratamentos com as maiores concentracbes de BnSP-6 (100 e 50 pg/mL) nao
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mostraram significancia em relacao ao tratamento com mitomicina C, porém
todos os tratamentos apresentaram valor de p<0,05 quando comparados com o
controle negativo (células nao tratadas), revelando a capacidade genotdxica da
BnSP-6. As analises revelaram que a peconha bruta de B. pauloensis nao foi
significativamente genotdxica para células MDA-MB-231 quando comparado
com o controle negativo (meio celular) e ainda nao apresentou diferenca
significativa quanto a genotoxicidade da proteina isolada sobre células controle
MCF-10A. Além disso, os valores de genotoxicidade da peconha bruta sobre as

duas linhagens foram semelhantes.
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Figura 3: Genotoxicidade pela avaliagdo da formagéo de micronucleos das linhagens MCF-10A (A) e
MDA-MB-231 (B) apés tratamento com Mitomicina (10 pg/ mL); peconha bruta de B. pauloensis (1 pg/
mL) 100, 50 e 25 pg/ mL de BnSP-6 e meio de cultura celular (controle), respectivamente.

* Diferenga estatistica p<0,05 quando comparado com o controle negativo. # Diferenca estatistica
p<0,05 de amostras quando comparadas com o controle positivo do ensaio (Mitomicina C).

3.4 Analises do ciclo celular
BnSP-6 foi capaz de interferir no ciclo celular de células MDA-MB-231,
levando a um acumulo de células na fase G0-G1, cerca de 59,4% do total de

células tratadas. Em MCF-10A, BnSP-6 também provocou um aumento de
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células na fase GO-G1 (27,7%), porém menor do que o observado nas células
cancerigenas. Conforme mostrado na figura 4, a enzima foi capaz de reduzir de
forma significativa a taxa de proliferagcdo das duas linhagens, levando a um
aumento das células na fase G0-G1, assim como a reducdo das células em
G2-M, porém nao foi capaz de alterar significativamente a quantidade de
células da linhagem MCF-10A na fase S, contrario do que pdde ser observado

nas células MDA-MB-231.
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Figura 4: Analise do ciclo celular por citometria de fluxo. (A) Andlise do ciclo celular de células MCF-10A
tratadas ou ndao com BnSP-6 por 24 horas. (B) Andlise do ciclo celular de células MDA-MB-231 tratadas ou
nao com BnSP-6 por 24 horas.

O grafico representa a % de células em cada fase do ciclo celular em relagdo ao total de células analisadas
em cada grupo.

* identifica amostras que apresentaram valores significativos, quando comparados com o grupo controle.

3.5 Expresséo génica

Corroborando com os resultados da analise do ciclo celular por
citometria de fluxo, as analises da expressao dos genes descritos na tabela 1
mostrou que a PLA2 BnSP-6 (figura 5) foi capaz de induzir um acumulo de
células MDA-MB-231 na fase GO0-G1, comprovado pela diminuicao da

expressao dos genes CCND1, CCNE1, Cdc25A e E2F1, que estéao
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relacionados a promogédo e avango das células pelo ciclo celular. Além disso,

BnSP-6 foi capaz de induzir a diminuicdo da expressao génica de CHEK 2, 3

vezes menor em relagdo ao controle. De forma semelhante, a enzima também

foi capaz de reduzir quase 3 vezes a expressao do gene NF-KB, um gene que

promove a proliferagcao celular e que é geralmente super-expresso em tumores.

A toxina ainda foi capaz de induzir uma super expressdo do gene Cdh1,

conforme a figura 5.

Tabela 1: Genes analisados por qPCR.

Gene Nome do gene Fungdo/Relagdo com o ciclo celular
L . Fase G1; Reconhecimento e ativacao de proteinas
CCND1 Ciclina D tipo 1 relacionadas ao R-point da fase G1 do ciclo celular
. . Fases G1 e S; Reconhecimento e ativacdo de proteinas
CCNET Ciclina E tipo 1 do Checkpoint G1 e de transigdo de G1 para S
Ciclina dependendente de Fases G1, S, G2 e M; Fosfatase evolvida na ativagao de
Cdc25A P - complexos Cdks-ciclinas por meio da desfosforilagao de
quinnase 25 o SRR )
ciclinas no sitio inibitério dessas proteinas
. Fases G1, S, G2 e M; Fator de transcrigdo que promove a
Fator de transcrigédo da ~ , ) .
E2F1 . ) expresséo de proteinas relacionadas ao ciclo celular,
familia E2F tipo 1 ; >
especialmente Cdks e Ciclinas
Fases G1, G2 e M; ativada por danos no DNA. Se danos
CHEK?2 Checkpoint cinase tipo 2 que ocorrerem na ~fase G1 ativarem Chlek2 esta por sua
vez, leva a ativagdo de p-53 que levara parada do ciclo
em G1; se ativada em G2, inibe a transicdo de G2 para M
Cdh1 Caderina tipo 1 Fases G1, S, G2e M; /n/b/gac;/, de G1 e S eavancgo por G2 e
Fator de expressdo que promove a transcricao de proteinas
NF-KB NF-k3 relacionados a proliferagao e sobrevivéncia celular assim

como proteinas associadas as fases G1e G2
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Figura 5: Andlise da expressao de genes relacionados a regulagdo do ciclo celular: CCND1;
CCNE1; CDC25A; CHEK2; E2F1, CDH1 e NF-KB. As células foram tratadas com BnSP-6 (50
pg/mL) por 24h. Posteriormente o RNA foi extraido e submetido a transcri¢gdo reversa seguida da
quantificacdo por PCR em tempo real. * representa a diferenca significativa (p< 0,05) em relagao
as amostras controle.

4. Discusséao

A PLA2 Lys49 BnSP-6 é uma das mais abundantes fosfolipases A2
presentes na peconha de B. pauloensis. Essa toxina foi isolada primeiramente
por Rodrigues, et. al. (1998) e apresenta grande potencial terapéutico contra
células de cancer de mama, como demonstrado em recentes estudos do nosso
grupo de pesquisas (AZEVEDO, et. al.,, 2016). Em seu trabalho, Azevedo
demonstrou que essa toxina € capaz de inibir a adesao de células MDA-MB-
231 de forma dose dependente. Além disso, BnSP-6 mostrou-se capaz de

induzir células MDA-MB-231 a apoptose e a expressao de genes relacionados
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a via apoptdtica confirmou esse resultado. A toxina ainda foi capaz de modular
a expressao de genes relacionados a angiogénese e invasdo, revelando o
potencial anti-angiogénico e anti-mestastatico de BnSP-6.

Neste trabalho avaliamos a citotoxicidade e genotoxicidade da PLA:2
BnSP-6, em células de cancer de mama da linhagem MDA-MB-231 e de
células nao tumorigénicas de tecido mamario da linhagem MCF-10A.
Corroborando com os resultados de Azevedo (2016), BnSP-6 mostrou-se
significativamente, mais citotéxica para células de cancer de mama de uma
linhagem do subtipo 4 (triplo negativo) do que para células ndo tumorigénicas
da linhagem MCF-10A (Figura 2), demonstrando o potencial terapéutico da
molécula.

A citotoxicidade de PLA2s Lys-49 pode ser atribuida a regido C-terminal
dessas moléculas que apresenta uma sequéncia de aminoacidos (115-129)
catidnicos e de cadeia hidrofobica. Aléem dessa regido, a citotoxicidade das
PLA2s de peconhas de serpentes pode ser por outras regides da molécula
assim como pela interacdo com diferentes alvos moleculares como integrinas e
receptores celulares relacionados ao crescimento e proliferagdo (GEBRIN, et.
al., 2009; ARAYA & LOMONTE, 2007; LOMONTE, et. al., 2010).

Alguns trabalhos relatam a genotoxicidade de pegonhas de serpentes
em diferentes linhagens celulares (ZABOILE, et. al., 2014; MARCUSSI, et. al.,
2011). Contudo, a andlise dos nossos resultados sobre a formacdo de
micronucleos sobre células da linhagem MCF-10A revelaram que a agao
genotodxica da pegonha bruta de B. pauloensis precisa ser melhor explorada
sobre essas células. Por outro lado, nossos resultados com a toxina isolada

indicaram que BnSP-6 ndo ¢é altamente toxica para a linhagem nao
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tumorigénica, indicando uma possivel seletividade da toxina e revelando assim
o potencial terapéutico da molécula.

A atividade genotdxica de PLA2s isoladas da peconha de serpente ja foi
descrita para diferentes tipos celulares incluindo linfécitos humanos e células
tumorais humanas HepG2 (MARCUSSI, et. al., 2011; DOUMANOV, et. al.,
2015). Crotoxina (CX), uma fosfolipase A2 abundante na peconha de Crotalus
durissus terrificus € um agente com alta capacidade genotdxica como
demonstrado por Marcussi e colaboradores (2011). Neste trabalho os autores
demonstraram que crotamina, um peptideo dessa peconha, e crotoxina séo
possivelmente as principais responsaveis pela agdo genotoxica da pegonha de
C. d. terrificus sobre linfécitos humanos.

Vipoxina, outra fosfolipase A2 isolada da pegonha de Vipera ammodytes
meridionalis, também apresentou capacidade genotdxica, induzindo a formagéo
de micronucleo em células tumorais humanas HepG2, uma linhagem de
carcinoma hepatico (DOUMANOQV, et. al., 2015). Interessantemente, esses
resultados, juntamente com os resultados obtidos neste trabalho, parecem
sugerir uma hipotese de que as fosfolipases Az encontradas nas pegonhas de
serpentes sdo agentes com alta capacidade genotdxica, podendo ser um dos
principais componentes presentes na peconha responsaveis por esta atividade,
porém outros trabalhos precisam ser realizados para se validar isto.

A genotoxicidade é um processo provocado por drogas comumente
utilizadas em grande parte das estratégias terapéuticas antitumorais, como a
mitomicina C. Esse evento é caracterizado pela capacidade de uma molécula
provocar danos na molécula de DNA, por meio da delegao de cromossomos ou

quebras da estrutura dupla fita do DNA, levando a formacado de micronucleos,
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observados no final da replicagdo celular (KOLLING, et. al, 2008;
RITTINGHAUSEN, et. al.,2013; OECD, 2004; GUERREIRO, et al., 2013).
Nossos resultados em células MDA-MB-231 demonstraram que a PLA2 BhSP-6
também ¢é capaz de induzir a formagcdo de micronucleos de forma dose
dependente.

O mecanismo da genotodxicidade das PLA2s, assim como de outros
componentes de pegonhas ofidicas ndo € totalmente claro, mas sabe-se que
as PLA2s e outros componentes das pegconhas sao capazes de produzir danos
celulares que desencadeiam a producao de radicais livres provocando estresse
oxidativo (IWANAGA & SUZUKI,1979; KANG et. al., 2011) e esse pode ser um
dos mecanismos de genotoxicidade das PLA2s, uma vez que o estresse
oxidativo pode levar células a apoptose e a ativagdo de mecanismos
mutagénicos como a formag¢ao de micronucleos, efeito também observados por
algumas drogas utilizada na terapia tumoral (ZUNEC, et. al., 2016; MARCUSSI,
et. al., 2013).

Os danos que levam a formagao dos micronucleos sao mais comuns em
processos celulares que requerem alta ativagao ou replicacdo da molécula de
DNA, como o ciclo celular, que ao longo de suas fases requer alta expressao
de proteinas e a replicacdo de todo o material genético celular
(IARMARCOVAI, et. al., 2008; HELLEDAY, et. al., 2008). Nas células normais o
ciclo celular apresenta diversos mecanismos que avaliam danos no DNA e os
corrigem, porém quando esses danos sdo comprometedores para a célula, vias
de morte celular sdo ativadas (RITTINGHAUSEN, et. al., 2013; OECD, 2004).

Células cancerigenas sao frequentemente resistentes a mecanismos

que induzem morte celular devido ao aumento da expressdo de proteinas
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pertencentes a vias que inibem sistemas responsaveis por reparos do DNA e a
inducdo da morte celular. Essas alteragdes previnem que durante o ciclo
celular, essas células com alteragcbes, em sua maioria geneéticas, sejam
conduzidas a morte, geralmente por apoptose, favorecendo que células com
disturbios continuem a se propagar. Em geral, essas alteragdes encontradas
em proteinas e fatores de transcrigdo relacionados ao ciclo celular, como as
ciclinas, uma classe de proteinas responsaveis pelo controle e promogédo do
ciclo celular (GERARD & GOLDBETER, 2015; HELLEDAY, et. al., 2008;
GUERREIRO, et. al., 2013; ASHARANI, et al., 2009).

Com base nesses dados, a analise da agao genotdxica de BnSP-6 sobre
células MDA-MB-231 (Figura 3 A), sugere que essa toxina é capaz de interferir
nos mecanismos de sintese e/ou reparo de danos na molécula de DNA,
provocando a delecdo cromossOmica e/ou a quebra da estrutura dupla fita do
DNA nessas células.

Para elucidar melhor o mecanismo da agao genotdxica de BnSP-6, foi
realizado a analise do ciclo celular das duas linhagens de células de mama por
citometria de fluxo. A interferéncia da fosfolipase A2 no ciclo celular foi avaliada
apo6s a sincronizacao das células na fase G0/G1 induzida pela privagcao de SFB
no meio de cultura. A privagcdo do SFB em cultura celulares leva a inibicdo do
ciclo celular, pois indicam para as células em cultura que as condicdes
externas ndo sao favoraveis para a divisdo celular, bloqueando o ciclo em
GO0/G1 (ROSNER, et. al., 2011; 2013).

A expressao de ciclina D1 estda aumentada em varios tipos de cancer,
incluindo o céancer de mama (ZHOU, et. al., 2001). Ciclinas tipo D, em

associagdo com a ciclinas cinases CDK4 e CDK6, promovem a transicédo G1
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para a fase S por fosforilar a proteina do retinoblastoma (pRb), liberando assim
o fator de transcricao E2F1, o qual é necessario para a ativagao de genes da
fase S. A transcricdo da ciclina D1 pode ser estimulada pelo fator de
transcricao NF-kB (LI, et. al., 2011; ZHOU, et. al., 2001).

Os resultados da analise do ciclo celular demonstraram que a toxina é
capaz de inibir a proliferagéo e diminuigdo do ciclo celular de células MDA-MB-
231. Corroborando com esses resultados, BnSP-6 também induziu uma
diminuicao da expressao génica de NF-kf3 e E2F1, fatores de transcrigdo que
promovem a expressao de proteinas do ciclo celular. NF-k@ promove ainda
transicdo da fase G1 para S em alguns tipos de células de cancer (HINZ, et. al.,
1999; ZHOU, et. al., 2001) e assim sua inibigdo promove a inibigdo da transi¢ao
de fase G1 para S.

O gene NF-KB codifica a proteina NF- kB, conhecida por estimular a
sobrevivéncia e proliferacdo celular e se encontra super expressa em diversos
tipos de canceres. Diversos estudos tém indicado que essa proteina é um
importante alvo para agentes terapéuticos antitumorais utilizados como
adjuvantes na quimioterapia de diversos tumores (LI, et. al., 2011; WANG, et.
al., 2006; AGGARWAL, et. al., 2005).

A inibicdo da expresséo génica de NF-k[3 induzida pela BhSP-6 pode um
dos motivos pela inibicao do ciclo celular das células MDA-MB-231 na fase G1,
assim como a redugdo das ciclinas D1 e E1 induzida pela PLA2 em células
MDA-MB-231. Além disso, a inibicdo da expressdao génica de Cdc25A,
corrobora com esses resultados, uma vez que Cdc25A é responsavel por ativar
CCNE1 o qual promove a transigdo de G1 para S (WEINBERG, 2014; HE, et.

al., 2014; CONTOUR-GALCERA, et. al., 2007).
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CHEK 2 ¢é, assim como p53, um gene de supressao tumoral. A proteina
codificada por esse gene é ativada quando ha danos no DNA identificados
durante a fase G1. Quando ativada, CHEK2 interage com a proteina p53 e a
estabiliza, levando a ativacao da proteina, fazendo com que p53 promova
parada do ciclo celular na fase G1. No entanto, depois que o dano é reparado
as células seguem o ciclo, porém, se o dano no DNA nao puder ser reparado, a
célula entra em apoptose (WEINBERG, 2014; ALLINEN, et. al., 2001). Esse é
um dos mecanismos que as células utilizam para evitar que danos no DNA
sejam passados para as proximas geracgdes celulares. Mutacbes nesse gene
sdo conhecidas por favorecer uma predisposicdo a sarcomas, canceres de
mama e tumores cerebrais (BELL, et. al, 1999; GASCO, et. al, 2002;
ALLINEN, et. al., 2001; HIRAO, et. al., 2000; AK & LEVINE, 2010).

O gene CHEK2 codifica uma proteina cinase conhecida como CHEK2
quinase. Essa enzima tem como alguns de seus substratos, proteinas
envolvidas no controle do ciclo celular, tais como o Cdc25A e fosfatases
cdc25C, PLK3 quinase e o fator de transcricdo E2F1. Todas essas proteinas
sao conhecidas por promover o ciclo celular. Nossos resultados mostraram que
a expressao de alguns desses substratos (Cdc25A e E2F1) foi diminuida pelo
tratamento realizado, sugerindo um dos motivos da diminuigdo da expressao
desse gene. Além disso, um dos principais ativadores da transcrigdo de CHEK2
€ a quebra da estrutura dupla fita de DNA (NEVANLINNA & BARTEK, 2006).

Outro importante dado, obtido recentemente por nosso grupo, é a
capacidade de BnSP-6 induzir o aumento da expresséo de BRCA2 (AZEVEDO,
et. al., 2016), uma proteina relacionada a vias de reparagdo de danos no DNA

de lesdes cromossémicas (FRIEDENSON, 2007). Provavelmente, a indugéo da
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formacao de micronucleos provocada por BnSP-6 € induzida pela delecao de
cromossomos e/ou outros mecanismos que ativam vias de reparagao do DNA
relacionadas ao reparo de lesées cromossdmicas, como BRCA2, promovendo
a inibigao ou inativacao de vias de reparo de DNA de lesdes na estrutura dupla
fita, como CHEK2. Esses dados ajudam a elucidar os mecanismos de
genotoxicidade, assim como, os mecanismos de agcao de BnSP-6 sobre as
células MDA-MB-231.

O gene Cdh1 é conhecido como um gene de supressao tumoral e que
também esta relacionado a processos de invasdo. Cdh1 é uma proteina
extremamente importante para controle do ciclo celular e é, geralmente, pouco
expressa em diferentes tipos de canceres de mama (BERX, et. al, 1995). A
diminuicdo da expressao de Cdh1 observada nesses tumores é resultante do
estresse proliferativo visto nessas células devido a desregulacdo do ciclo
celular (EGUREN, et. al., 2013; CHEN, et. al., 2015). Nas células normais,
Cdh1 age evitando a progressao desordenada do ciclo celular por conduzir a
degradacéao proteinas que promovem a propagacgao do ciclo celular nas células
regulando o mesmo (GAO, et. al., 2009; FUKUSHIMA, et. al., 2013; EGUREN,
et. al., 2013; CHEN, et. al., 2016).

O papel de Cdh1 no ciclo celular é preciso, e por isso, durante todo o
ciclo os niveis de Cdh1 sdo flutuantes. Uma vez que altos niveis de Cdh1
impedem as células de prossigam pela G1 e cheguem a S, as células
promovem a degradacgao dessa proteina durante a primeira etapa do ciclo por
meio do sistema ubiquitina-proteassoma, e por consequéncia, niveis baixos de
Cdh1 sao encontrados durante a fase S. Durante G2 Cdh1 comega a ser

transcrita e na fase M é encontrado altos niveis dessa proteina no citoplasma
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da célula (BERX, et. al., 1995; GERARD & GOLDBETER, 2015; HSU, et. al.,
2002). A gPCR revelou que BnSP-6 foi capaz de aumentar a expressao de
Cdh1, o que sugere justificar o resultado observado na analise do ciclo pela
citometria de fluxo (Figura 4).

O aumento da expressao de Cdh1, assim como a diminuicao de fatores
de transcricdo como o NF-kB e E2F1, provocados por BnSP-6 sugere o
potencial terapéutico de BnSP-6, que mostrou-se capaz de modular células de
uma linhagem triplo negativa de cancer de mama a parada do ciclo celular em
GO0-G1, porém outras analises precisam ser realizadas para identificar

precisamente qual o alvo de BnSP-6 em células MDA-MB-231.

5. Conclusées

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a capacidade da
PLA2 BnSP-6 de interferir no ciclo celular de células de cancer de mama,
sugerindo o potencial terapéutico dessa toxina. A PLA2 BnSP-6 foi genotoxica
para células de linhagem de céncer de mama triplo negativo, levando a
reducdo da expressdo de genes que promovem o avango do ciclo celular e
sinais proliferativos, além disso, aumento a expressao de Cdh1, resultados que
sugerem alteragéo no ciclo celular e diminuicdo da capacidade proliferativa das
células de cancer de mama. Além disso, a toxina BnSP-6 ainda foi pouco
citotoxica e genotoxica para uma linhagem nado tumorigénica de mama,
sugerindo que € capaz de interagir com essas linhagens por mecanismos
diferentes, demonstrando o potencial farmacoldégico da molécula, podendo
servir como um modelo para o desenvolvimento de novas moléculas

terapéuticas. Porém novos estudos precisam ser realizados para confirmar
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essa possivel especificidade, assim como o0 mecanismo de agao dessa toxina

nos tipos celulares estudados.
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