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Abstract

Phospholipases A, (PLA;s) overexpression is closely associated with the malignant
potential of breast cancers. Here, we showed for the first time the antitumoral effects of
yCdcPLI, a PLA; inhibitor from Crotalus durissus collilineatus via PI3K/Akt pathway
on MDA-MB-231 cell. Firstly, yCdcPLI was more cytotoxic to MDA-MB-231 breast
cancer cells than other cell lines (MCF-7, HeLa, PC3 and A549) and did not affect the
viability of non-tumorigenic breast cell (MCF 10A). In addition, yCdcPLI induced
modulation of important mediators of apoptosis pathways such as p53, MAPK-ERK,
BIRCS5 and MDM2. yCdcPLI decreased MDA-MB-231 adhesion, migration and
invasion. Interestingly, the yCdcPLI also inhibited the adhesion and migration of
endothelial cells and blocked angiogenesis by inhibiting tube formation by HUVECs in
vitro and sprouting elongation on aortic ring assay ex vivo. Moreover, yCdcPLI reduced
the production of vascular endothelial growth factor (VEGF). yCdcPLI was also able to
decrease PGE2 levels in MDA-MB-231 and inhibited gene and protein expression of
the PI3K/Akt pathway. Furthermore, yCdcPLI inhibited the proinflammatory effects of
BnSP-7, a PLA, Bothrops pauloensis of snake venom. Thus the effects of yCdcPLI in
PI3K / AKT pathway can be correlated to a possible interaction between the inhibitor
and endogenous PLA;s. Thus, we concluded that yCdcPLI showed in vitro antitumoral,
antimestatatic and anti-angiogenic potential effects and could be an attractive approach

for futures studies in cancer therapy.

Keywords: PLA, inhibitor, snake serum, breast cancer, anti-angiogenic, PI3K/Akt
pathway



Resumo

A alta expressao de fosfolipases A, (PLA;) esta diretamente associada ao potencial de
malignidade do cancer de mama. Neste trabalho mostramos pela primeira vez o efeito
antitumoral do yCdcPLI, um inibidor de PLA; isolado do soro da serpente Crotalus
durissus collilineatus, pela via do PI3K/Akt em células MDA-MB-231. Primeiramente,
0 YCdcPLI foi mais citotdxico para as células de cancer de mama MDA-MB-231 do que
para outras linhagens celulares (MCF-7, HeLa, PC3 e A549) e ndo afetou a viabilidade
das células de mama nao-tumorais (MCF 10A). Além disso, o yCdcPLI induziu a
modula¢do de importantes mediadores da via de apoptose, como o p53, MAPK/ERK,
BIRCS5 e MDM2. Interessantemente, o YCdcPLI inibiu a adesdo e migragdo de células
endoteliais humanas e bloqueou a angiogénese por diminuir a formag¢do de vasos em
células HUVEC (in vitro) e formacdo de prolongamentos celulares em modelo ex vivo
de fragmento de aorta, além de reduzir a produ¢do de fator de crescimento endotelial
(VEGF). O yCdcPLI foi também capaz de diminuir os niveis de PGE2 nas células
MDA-MB-231 e inibiu a expressdo de genes e proteinas da via de sinaliza¢do do
PI3K/Akt. Além disso, o yCdcPLI inibiu os efeitos pro-inflamatérios da BnSP-7, uma
PLA,; isolada da pegconha de Bothrops pauloensis. Assim, os efeitos de yCdcPLI na via
PI3K/AKT podem ser correlacionados com uma possivel interagdo entre o inibidor e as
PLA; enddgenas. Assim, concluimos que o yCdcPLI apresenta um efeito antitumoral,
antimestatico e antiangiogénico in vifro e possui um potencial para o uso como modelo

farmacologico para terapia antitumoral

Palavras-Chave: Inibidor de PLA;, soro de serpentes, cancer de mama,

antiangiogénese, via do PI3K/Akt.
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1.0 INTRODUCAO
1.1 Cancer: Aspectos epidemiologicos e carcinogénicos

Diversos fatores podem classificar o cancer como um problema de saude publica
devido a sua alta incidéncia, prevaléncia, mortalidade e principalmente os elevados
custos hospitalares durante o tratamento. Segundo estimativas publicadas pela Agéncia
Internacional de Pesquisa com Cancer (GLOBOCAN), anualmente cerca de 6 milhdes
de obitos sdo registrados em todo o mundo, sendo que projecdes recentes indicam que
em 2034 este numero possa atingir 22 milhdes. Segundo a Organizacdo Mundial de
Satde (WHO) o céancer de pulmdo é o que apresenta maior prevaléncia de casos,
atingindo 13% do total mundial, sendo seguido pelo cancer de mama com 11,9% e

9,7% o cancer de colon (Ferlay et al., 2015; Siegel et al., 2016).

Atualmente o cancer de mama ¢ o que apresenta maior prevaléncia e
mortalidade entre as mulheres em todo o mundo. Dados publicados pela GLOBOCAN
apontaram que em 2012 a incidéncia mundial de cancer de mama foi de 1,67 milhdes de
casos, com 522 mil mortes. Pesquisas recentes publicadas pela National Center for
Health Statistics indicaram que somente no territério Norte Americano foram
projetados 250 mil novos casos com 41 mil mortes no ano de 2016. Estes valores
tendem a um aumento ainda maior com estimativas globais de que até o ano de 2050 os
novos casos registrados atinjam 3,2 milhdes em todo o mundo (Siegel et al., 2016).
Outras pesquisas revelam ainda que a prevaléncia do cancer de mama no mundo ocorre
em maior propor¢do em paises desenvolvidos, com aproximadamente 50% dos casos de
cancer de mama, porém, as maiores porcentagens de morte, cerca de 58%, ocorrem em

paises em desenvolvimento (Ferlay ef al., 2015).
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No Brasil pesquisas realizadas pelo Instituto Nacional de Cancer - José Alencar
Gomes da Silva (INCA) revelaram que em 2016 ocorreram 58 mil novos casos de
cancer de mama, com um risco calculado de 56,20 novos casos para cada 100 mil
mulheres brasileiras. Entre os homens esse risco também ¢é descrito, porém em
incidéncia menor que em mulheres, com cerca de 50 novos casos registrados no ano de

2014 (Ferlay et al., 2015) (Brasil, 2015; Inca, 2014; WHO, 2015).

Os diferentes tipos de canceres podem ser classificados de acordo com o tecido
ou tipo celular ao qual foi derivado. Tumores originados de células epiteliais sdo
considerados os mais comuns entre os seres humanos, sendo denominados de
carcinoma. Quando derivados do tecido conectivo ou muscular sio chamados de
sarcoma, € podem se desenvolver em o0ssos e musculos. Existem também outros tipos de
canceres que incluem a leucemia e linfomas, derivados das células de linhagem branca
ou de suas precursoras (células hematopoiéticas), assim como os canceres do sistema
nervoso central (SNC) que englobam os tumores que se originam no cérebro e na

medula espinhal (Inca, 2014b).

O céncer pode ser desencadeado por diversos fatores extrinsecos (tabagismo,
consumo excessivo de alcool, mé alimentacdo) e intrinsecos ao individuo, tais como
danos no reparo do DNA, pré-disposi¢do genética, disfuncdes hormonais, dentre outros
(WHO, 2015). Destaca-se que dependendo do grau de malignidade dos tumores, por
caracteristicas particulares de algumas cé€lulas, estes podem migrar e invadir diferentes
tecidos proximos ou distantes do local de origem, nestes casos o indice de mortalidade

aumenta em decorréncia da dificuldade no tratamento (Ruddon, 2010).

As células cancerosas apresentam propriedades diferenciadas em relagdo as
células normais, como capacidade anormal de divisdo celular, sustentacdo de
sinalizagdo proliferativa, evasdo da ag¢do de supressores de crescimento tumoral,

12



resisténcia a morte celular, angiogénese, invasdo e progressdo tumoral (Hanahan e
Weinberg, 2011). A figura 1 descreve os principais marcadores tumorais, conhecidos
como Marcadores do Cancer (Hallmarks of cancer) (HANAHAN e WEINBERG,

2011).

Tais propriedades resultam na formag¢do de um tumor, ou neoplasia. O tumor
somente ¢ considerado benigno quando as células ndo apresentam sinais de invasdo para
outros tecidos. Quando as células adquirem a capacidade de invadir tecidos adjacentes
ou distantes, o tumor torna-se maligno. Quando inicia-se a progressdo tumoral, a
erradicacdo da doenga ¢ considerada muito dificil, podendo resultar na morte do

paciente (Balogun e Formenti, 2015).

ST

aamorte

ptose)

IndugdodaAngiogé

Imortalidade

Figura 1: Principais marcadores de progressiao tumoral. Quadro verde: Sinalizagdo
da proliferagdo: Quadro marrom: Evasdo dos supressores de crescimento; Quadro Preto:
Ativacdo da invasdo e metastase; Quadro azul: Capacidade de replicar a imortalidade;
Quadro vermelho: indu¢do da angiogénese; Quadro cinza: resisténcia a morte celular.

Fonte: Hanahan e Weinberg, 2011.
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A carcinogénese ¢ um processo que engloba multiplos passos, onde alteragdes
genéticas e cromossOmicas acumulam-se em uma célula, dando origem ao
desenvolvimento tumoral (Boyd, 2014). Alteragdes genéticas podem ocorrer por genes
reguladores do crescimento divididos em dois grupos, os genes de supressao tumoral e
os genes conhecidos como protoncogenes. Os genes de supressdo tumoral atuam
inibindo o crescimento celular, enquanto que os protoncogenes, de forma antagdnica,
sdo responsaveis pelo crescimento celular (Elenbaas et al., 2001; Hosny et al., 2016).
Em destaque, os protoncogenes quando apresentam alguma mutagdo somatica, tais
como amplificagdo, translocagdo ou mutacdes pontuais, tornam-se genes oncogenes.
Estes estdo diretamente relacionados com o surgimento de tumores malignos ou
benignos (Serrano ef al., 2014). Alguns dos principais oncogenes descritos sdo: B-RAF
(B-Raf protoncogene, serina/treonina quinase) responsavel pela sinalizagdo intracelular,
encontrado expresso em células de melanoma; o gene RAS (gene de resisténcia a
ataques audiogénicos) responsavel pela sinalizagdo celular controlando a proliferagao,
diferenciagdo e sobrevivéncia, expresso em células de cancer colorretal; o HER2
(receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano) responsavel por expressar
receptores para fatores de crescimento celular, encontrado em células do cancer de

mama (Pierotti et al., 2003; Serrano et al., 2014; Hosny et al., 2016).

Diferentes mecanismos genéticos sdo descritos na literatura capazes de ativar
estes oncogenes, possibilitando assim um aumento da expressao em células tumorais.
Estes mecanismos podem ser agrupados em trés grupos: amplificagdo génica, mutagao
espontanea e rearranjos cromossomicos (Barrett, 1993; Pierotti et al., 2003; Margan et
al., 2016). A amplificagdo génica € caracterizada por apresentar uma reduplicacao do
material genético, produzindo assim diversas copias de protoncogenes nestas células

tumorais. Este fator confere as neoplasias o perfil de malignidade, uma vez que aumenta
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a expressao de genes mutados (Margan ef al., 2016). As mutagdes espontaneas por sua
vez sdo promovidas por agentes que originam danos no material genético e ativam os
oncogenes para as tradugdes de proteinas pro-tumorais. Estas proteinas sdo responsaveis
pelo desencadeamento de processos celulares, como a proliferacdo e diferenciagdo
celular, o controle de apoptose, dentre outros. Por fim, os rearranjos cromossdmicos sao
responsaveis pela inser¢do ou translocagdo cromossOmica, que também resultam no
aumento desordenado da expressao de protoncogenes e por consequéncia proteinas pro-
oncogénicas (Pierotti er al., 2003; Serrano et al., 2014; Margan et al., 2016).

A instalacdo tumoral completa passa por algumas fases com caracteristicas
particulares em cada uma delas, como a inicia¢do, promog¢ao e progressao. Na fase de
iniciacdo a principal caracteristica sdo as ativagdes dos genes e proteinas oncogénicas.
Sendo estes os principais responsaveis pela multiplicacdo desordenada destas células
(Almeida et al., 2005; Vincent e Gatenby, 2008; Tanaka et al., 2013; Arruda Macedo et
al., 2015). Na fase de promog¢do a caracteristica particular ¢ a expansao celular, que
resulta na geracao de tumores potencialmente malignos. Esta fase ocorre de forma lenta
€ caso a exposi¢do aos agentes pro-tumorais cessem ainda ha a possibilidade de
regressao do processo tumoral. Outra importante ocorréncia nesta fase € a angiogénese,
sendo essencial para nutrir as células tumorais com oxigénio e nutrientes (Ward, 2002;
Almeida et al., 2005; Vincent e Gatenby, 2008; Tanaka et al., 2013; Arruda Macedo et
al., 2015). Nesta etapa de progressao ocorre a malignizacdo das células tumorais,
resultante do acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas que ocorreram desde a fase
de iniciagdo resultando nas primeiras manifestacdes clinicas dos tumores. Nesta ultima
fase as células estdo preparadas para iniciar o processo de progressao celular que

incluem a migragdo, invasao, adesdo a parede vascular, extravasamento e difusdo em
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um novo tecido hospedeiro (Ward, 2002; Almeida et al., 2005; Vincent e Gatenby,

2008; Tanaka et al., 2013; Arruda Macedo et al., 2015).

1.2 Aspectos moleculares do cancer

1.2.1 Apoptose e resisténcia das células tumorais a2 morte programada

O equilibrio natural da homeostase tecidual ¢ dependente de diferentes fatores
capazes de regular a proliferacdo, diferenciacdo, indu¢do de morte e capacidade de
sobrevivéncia. A classificacdo da morte celular natural é atribuida de acordo com as
caracteristicas bioquimicas ¢ morfologicas, como a apoptose, necrose € senescéncia
celular, sendo que quaisquer mutacdes que ocorram neste processo ocasionam a

formagao tumoral (Kerr ef al., 1972).

Dentre as mortes celulares programadas, a apoptose ¢ considerada uma morte
celular pré-programada geneticamente, que demanda um gasto energético para sua
execu¢do (Hengartner, 2000; Frame et al., 2016). Alguns fatores podem desencadear
uma resposta para a ativacdo da apoptose, como estresse oxidativo, lesdes no DNA,
citotoxicidade, dentre outros. Ao final do processo de apoptose os restos celulares sdao
fagocitados por macrofagos, e neste caso ndo ha extravasamento celular, logo o dano
tecidual ndo ocorre (Kerr ef al., 1972; Knizhnik et al., 2013; Nunes e Bernardazzi,
2014). Enquanto que na necrose celular ocorrem algumas mudancas morfologicas nas
células, como formagdo de vactolos citoplasmatico, distencdo do reticulo
endoplasmatico, condensacao celular, ruptura de estruturas celulares (mitocondria e
lisossomos),e principalmente ruptura da integridade da membrana celular, que libera
conteudo citoplasmatico no tecido adjacente atuando como agente quimiostatico com

recrutamento de células inflamatorias (Majno e Joris, 1995; Trump et al., 1997).
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O processo apoptotico celular pode ocorrer por duas vias, via extrinseca e via
intrinseca. A via extrinseca ¢ desencadeada por receptores transmembranares tais como
TNFR-1 ou Fas. Estes possuem um dominio denominado Dominio de morte, conhecido
como DD (Death domain) o qual difunde o sinal pré-apoptdtico ativando a via das
caspases (Indran et al., 2011; Galluzzi et al., 2012; Ouyang et al., 2012). A ativacao da
Caspase-8 da origem a um complexo de sinalizacdo conhecido como Complexo de
Sinalizag¢do para a Inducdo de Morte (DISC - Death-inducing signalling complex). O
complexo DISC desencadeia a ativacdo de caspases efetoras (Caspase-3, 6 e 7),
finalizando assim a ativacdo da apoptose celular (Cardone et al., 1998; Indran et al.,

2011; Nunes e Bernardazzi, 2014).

A via intrinseca por sua vez ¢ ativada por diferentes estimulos intracelulares,
como dano no material genético, radiagdo, ativacdo de oncogenes, hipdxia, dentre
outros. Tais alteragdes ocasionam modificagdes da permeabilidade da membrana
mitocondrial externa, desencadeando a perda do potencial de membrana e interrupgao
da sintese de ATP, além da liberacdo de proteinas pro-apoptoticas e elevada produgao

de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Li et al., 1997; Galluzzi et al., 2012).

As proteinas pro-apoptoticas podem ser divididas em dois grupos: o primeiro
grupo representa as proteinas que induzem a apoptose por vias dependentes de caspases,
como por exemplo, o Citocromo C. Estas proteinas apresentam como principal
caracteristica inibir a fun¢do antiapoptética nas células. Para ilustrar, o Citocromo C
quando liberado no citosol interage com a proteina adaptadora (Apaf-1), por sua regiao
C-terminal, e a partir desta interagdo facilita a ligagdo do dATP com a pro-caspase 9,
formando entdo o complexo conhecido como Apoptossomo. Em seguida a ativacao da
Caspase 9, por clivagem proteolitica, ativa por um efeito em cascata outras caspases e

por conseguinte a progressao da apoptose celular (Marusawa et al., 2003; Williams e
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Cook, 2015). O segundo grupo ¢ representado pelas proteinas que ativam a apoptose por
vias independentes de caspases, como por exemplo, fatores de indu¢do de apoptose
(AIF) e endonuclease G (EndoG). Estas proteinas (AIF e EndoG) apo6s liberagdo pela
mitocondria sdo trasnlocadas para o nucleo celular para fragmentagdo do DNA (Indran

et al.,2011; Miyamoto et al., 2017).

A via apoptética mitocondrial é regulada por membros da familia Bcl-2, que
regulam a liberacdo do Citocromo C, esta familia é constituida por componentes
antiapoptoticos (Bcl-2, Bel-X1, Bel-W, Bfl-1 e Mcl-1) e pro-apoptoticos (Bax, Bak,
Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim, Hrk, Puma e Noxa). Dessa forma, estas proteinas podem
ser consideradas indutoras e repressoras de morte celular por apoptose, uma vez que
participam diretamente desta regulacdo. Os estimulos resultantes do dano ao material
genético elevam a produgdo de proteinas pro-apoptoticas, desencadeando assim todo o
processo de apoptose celular pela via intrinseca (Elmore, 2007; Indran et al., 2011;

Galluzzi et al., 2012; Ouyang et al., 2012; Williams e Cook, 2015).

A apoptose sendo entdo caracterizada como um processo controlado
geneticamente ¢ suscetivel a interrupgdes pela ocorréncia de mutagdes (Thompson,
1995). Portanto, ¢ sabido da incapacidade de células tumorais em sofrer apoptose, por
apresentar alteragdes no DNA e modulagdo na expressdo de genes e proteinas que vao
favorecer a evasdo dos mecanismos intrinsecos e extrinsecos da apoptose, tais como a
modulagdo da expressdo de genes e proteinas envolvidos nas vias de sobrevivéncia
(PI3K/Akt, NFxB) e de supressores tumorais como a proteina p53 (Lowe ef al., 1993;
Thompson, 1995; Hengartner, 2000).

A relacdo entre o processo da carcinogénese e a desregulagdo da apoptose ¢ tao
proxima, que qualquer método de tratamento que busque estimular especificamente a

indugdo da apoptose em células tumorais podem ter potencial para o sucesso do
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tratamento (Borner ef al., 1999; Shimizu et al., 2014). Assim, todos 0s anos aumentam
o numero de pesquisas que buscam encontrar novos métodos de tratamento para o
cancer capazes de estimular a apoptose destas células (Borner et al., 1999; Shimizu et

al., 2014).

1.2.2 Metastase celular

O processo de metastase celular é responsavel por aumentar a malignidade do
cancer, além de estar associada com os altos indices de mortalidade. Este processo
requisita alguns mecanismos moleculares para seu estabelecimento, como adesdo,
migragdo e invasdao celular (Gupta et al., 2004). Dessa forma, a metastase pode ser
conceituada como a migragdo das células tumorais a partir do tumor primario apds
entrar no estroma local e invadir o sistema linfatico e/ou circulatorio, tornando capazes
de interagir com endotélios distantes do local de origem, extravasamento e colonizagdo

deste novo sitio (Coleman e Rubens, 1987).

Células normais ndo sdo capazes de entrar em processo de metastase por ndo
apresentar habilidades particulares para esta execucdo. Tais células apresentam
proteinas membranares que garantem a integridade celular e permitem a adesdo célula-
célula, como por exemplo, as E-Caderinas (Cavallaro e Christofori, 2004; Gupta e
Massague, 2006). Visto isso, as células tumorais precisam de algumas mudangas
genéticas e fenotipicas para adquirirem a capacidade metastatica. Primeiramente, para a
invasdo celular as células precisam ultrapassar o epitélio normal, considerado uma
barreira intrinseca para a invasdo (Hu et al.,, 2008; Hanahan e Weinberg, 2011;
Valastyan e Weinberg, 2011). Em seguida, ativam o Mecanismo de Transi¢ao Epitélio
Mesenquimal (EMT), importante processo na progressao tumoral e alvo para estudos

terapéuticos, € controlado por fatores de transcri¢do que respondem aos estimulos como
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do TFG (Fator de Transformagao do Crescimento) (Klaus e Birchmeier, 2008; Shibue
e Weinberg, 2017). A somatoria destes eventos proporcionam conjuntamente alteragdes
dos perfis de expressdao de proteinas membranares, como diminui¢do de E-Caderina e
aumento de N-Caderina ou vimentina, integrinas, receptores de laminina e fibronectina,
metaloproteases de matriz (MMPs) e outras enzimas proteoliticas. O aumento da
expressdo de metaloproteases, por exemplo, auxiliam no processo de migracdo por
destruir a Matriz Extracelular (ECM) (Felding-Habermann, 2003; Guo e Giancotti,

2004; Yang et al., 2004; Bohl et al., 2014; Seguin et al., 2015).

As células tumorais durante o processo metastitico perdem a capacidade de
adesdo célula-célula, penetram na circulagdo (sanguinea ou linfatica), burlando
mecanismos de vigilancia imunologica, migram para tecidos com tropismo € neste
ponto danificam a membrana basal e a ECM. Em alguns casos as células tumorais
produzem quimioatratores plaquetarios, incorporando plaquetas na superficie tumoral,
dessa forma ocultando-se do sistema imunoldgico e fornecendo fatores para a

sobrevivéncia celular na circulagdo (Ward, 2002; Talmadge e Fidler, 2010).

1.2.3 Angiogénese tumoral

A angiogénese € um processo natural e complexo no organismo, envolvendo
diversas etapas como ativacao endotelial, ruptura da membrana basal, invasao da matriz
extracelular por brotamentos endoteliais que se desenvolvem a partir dos vasos pré-
existentes e por fim o remodelamento completo do novo vaso (Kumar ef al., 1998). Este
processo ¢ regulado pelo equilibrio entre fatores pro- e anti-angiogénicos, como por
exemplo, Fator de Crescimento Vascular (VEGF) e Fator de Crescimento de

Fibroblasto Bésico (bFGF), angiopoietinas, dentre outros. Este processo ocorre
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naturalmente durante o desenvolvimento embriondrio, bem como na reparacdo de

tecidos (Nicosia et al., 1992; Kumar et al., 1998).

Na angiogénese tumoral ocorre um desequilibrio entre os fatores pro- e anti-
angiogénicos, o0 que possibilita o desenvolvimento dos vasos sanguineos
desordenadamente. Como em todo processo desordenado no cancer, a angiogénese
tumoral ¢ um processo complexo que recruta uma sequéncia de interacdes entre as
células endoteliais saudéveis com as células tumorais. Estas interacdes garantem o
fornecimento de nutrientes e oxigénio para o crescimento tumoral, além disso, a
formagao de vasos adjacentes ao tumor primario facilita o processo metastatico (Papetti

e Herman, 2002) (Nishida et al., 2006).

Os fatores pro-angiogé€nicos sdo reconhecidos por receptores presentes na
superficie de células endoteliais e assim iniciam uma cascata de sinalizagdo para a
proliferacdo, migracdao e formagao dos novos capilares. A angiogénese pode entdo ser
dividida em algumas etapas, primeiramente o aumento da permeabilidade vascular e,
por conseguinte a remog¢ao dos pericitos, degrada¢do da matriz extracelular, migracao e
proliferagdo das células endoteliais, formacao de novos tubos, maturagdo celular e por

fim o recrutamento de novos pericitos (Carmeliet e Jain, 2000; Folkman, 2002).

Dessa forma no inicio do processo angiogénico no cancer, as células tumorais
expressam fatores pro-angiogénicos para a ativagdo das células endoteliais, em seguida
ocorre a degradacdo da matriz extracelular por proteases expressas pelas células
endoteliais e tumorais. Ap6s a migragao e proliferacdo das células endoteliais ocorre
uma ligacdo entre estas células denominada tip cells, no qual as células endoteliais
originadas nos novos capilares criam um microambiente favordvel para o seu
estabelecimento, com um novo limen e uma nova membrana basal (Grizzi et al., 2005;
Weis e Cheresh, 2011).
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O papel fundamental da angiogénese na sobrevivéncia e progressdo tumoral
abriram novas perspectivas para o desenvolvimento de novos compostos
antiangiogénicos para combina¢do com tratamentos preconizados para o cancer. Com
isso, diversas terapias com esta associacdo estdo em testes pré-clinicos de
desenvolvimento (Castaneda-Gill e Vishwanatha, 2016). Em 2004, foi aprovado o
tratamento de pacientes com cancer de colo retal a associagdo da quimioterapia com a
administracdo de um composto antiangiogénico, o Avastin (Bevacizumabe) (Ocana et
al., 2011). Atualmente as abordagens mais exploradas tém como alvo atuar sobre o
VFGF, seja bloqueando seu funcionamento ou mesmo sua ligagdo a receptores

(VEGFR) (Heath e Bicknell, 2009; Cesca et al., 2013).

1.3 Cancer de mama

O cancer de mama ¢ considerado uma doenca heterogénea de acordo com suas
caracteristicas patoldgicas, sendo que seu acompanhamento ¢ bastante complexo devido
a existéncia dos diversos subtipos, dos quais possuem perfil de expressdo, resposta
terapéutica e comportamentos clinicos diferentes (Ferlay ef al., 2015; Tao et al., 2015;

Tomao et al., 2015; Russnes et al., 2017).

O cancer de mama s6 pode ser classificado como hereditario quando
caracterizado por mutacdes herdadas de parentais, no qual envolvem oncogenes que
atuam direta ou indiretamente no reparo do DNA como, por exemplo, os genes BCRAI,
BCRA2, TP53, ATM e CHEKk2 (Bogdanova et al., 2013; Boyd, 2014). Dessa forma, a
partir do ano de 2001 foi adotada pela comunidade médica-cientifica uma nova
classificagdo, no qual o carcinoma mamario pode ser distribuido entre 4 principais e
mais explorados subgrupos moleculares, a saber: luminal A, ¢ o mais frequente e

apresenta alta expressdo de receptores hormonais de estrogénio (RE) e progesterona
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(RP), com baixos indices de proliferacdo celular; o subgrupo luminal B, diferencia do
Luminal A por apresentar maior indice de proliferacdo celular; o subgrupo Her-2
(receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano), ¢ negativo para expressao de
receptores e possui elevada expressdo de Her-2, um gene pré tumoral, sendo associado
ao perfil metastatico, apresentando alta taxa de proliferagdo celular; por fim o subgrupo
basal-like, considerado o subtipo mais agressivo e metastatico, sendo que grande parte
dos casos ndo apresenta expressdo de nenhum dos marcadores para prognosticos, como
receptores ou Her-2, fato este que dificulta o tratamento. Cada um destes subgrupos ¢
reconhecido por constituir um conjunto de neoplasias com semelhangas no que se refere
aos genes alterados e com caracteristicas imuno-histoquimicas, prognosticas e
terapéuticas distintas (Eisen e Brown, 1999; Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2006;

Sarrio et al., 2008; Kao et al., 2011; Voss et al., 2011; Tomao et al., 2015).

Durante os ultimos dez anos pesquisas relacionadas ao cancer de mama tem
avancado e demonstrado que os aspectos moleculares estdo relacionados principalmente
com a perda de inibigdo do contato celular, a insensibilidade aos sinais de crescimento e
principalmente a resisténcia a apoptose (Hunter, 2004; Hunter et al., 2008;

Mohankumar ef al., 2014; Siegel et al., 2014; Noubissi et al., 2015).

A sobrevivéncia e a proliferagdo do cancer de mama tém sido atribuidas
principalmente, dentre outros fatores, a atividade pro-inflamatéria de fosfolipases A,.
Tais enzimas sdo altamente expressas neste e demais tipos de canceres (Panel et al.,
2006; Patel et al., 2006; Patel et al., 2008). Em células de cancer de mama estudos
demonstram que PLA;s associadas a membrana plasmatica (M-PLA;) também atuam na
progressao da doenga (Yamashita et al., 1994; Sorlie et al., 2001; Zhu et al., 2011;

Pucer et al., 2013; Brglez, Lambeau, et al.,, 2014). Pode-se dizer entdo que as

23



fosfolipases A, desempenham um papel importante no estabelecimento e progressao do

cancer (Yamashita et al., 1994; Cummings et al., 2000; Yarla et al., 2016).

1.4 Fosfolipases A; e seu envolvimento na progressio tumoral

As fosfolipases A, (PLAjs) (E.C. 3.1.1.4) sdo enzimas capazes de hidrolisar
especificamente a ligagcdo 2-acil éster de 2-sn-fosfolipideos, liberando acidos graxos
livres e lisofosfolipideos (ARNI e WARD, 1996; KINI et al., 2003). Estas enzimas
estdo envolvidas no catabolismo de lipideos provenientes da dieta, bem como no
metabolismo de lipideos estruturais de membranas celulares, entre outros mecanismos.
(Garcia Denegri et al., 2010). As PLA;s estdo envolvidas em uma grande variedade de
processos fisioldgicos e patologicos, como doencas inflamatorias, cancer, desordens
neuroldgicas, etc. Também estdo associadas a fisiopatologia do envenenamento por
serpentes, abelhas, aranhas, escorpides, dentre outros (Burke e Dennis, 2009; Garcia

Denegri et al., 2010).

As PLAjs estdo distribuidas em uma superfamilia contendo quinze grupos e
diversos subgrupos, classificados de acordo com a estrutura, massa molecular e fungao
(Dennis, 1994; Six e Dennis, 2000; Schaloske e Dennis, 2006). Estes grupos incluem as
PLAs Ca,” independentes (iPLA,), PAF acetilhidrolases (fator de ativagdo agregacio
plaquetaria), as lisossomicas, citosolicas (cPLA;) e as secretorias (sPLA;) (Schaloske e
Dennis, 2006), sendo as duas ultimas classes altamente expressas em c€lulas tumorais

(Bonventre et al., 1997; Nagase et al., 2000; Leslie, 2015).

As PLAjs citosolicas (cPLA;) sdo capazes de hidrolisar preferencialmente
glicerofosfolipideos que contenham acido araquidonico na posicao sn-2. As cPLAjs sdo

agrupadas em quatro subgrupos, sendo eles: GIVA, GIVD, GIVE e GIVF, encontrados
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em humanos e murinos. As cPLA;s do subgrupo GIVA sdo descritas como responsaveis
por diferentes processos inflamatérios no organismo, descritos em diversos trabalhos
que demonstraram participagdo em respostas alérgicas, danos inflamatérios induzidos
em modelos de pulmao e cérebro, cancer, dentre outros (Bonventre et al., 1997; Nagase
et al., 2000; Leslie, 2015). As sPLA;s representam o grupo mais diversificado ¢ bem
descrito até o momento, sendo subdivididas nos grupos: GIA, GIB, GIIA, GIIB, GIIC,
IID, GIIE, GIIF, GIII, GV, GIX, GX, GXIA, GXIB, GXII, GXIII ¢ GXIV. A
caracteristica principal comum desta classe ¢ a dependéncia de fons de Ca,” em sua
catalise e um residuo de Histidina em seu sitio ativo para realizacdo da acdo catalitica,
além de possuirem baixo peso molecular e seis pontes dissulfeto conservadas em sua
estrutura. Os subgrupos IA (GIA) e HHA (GIIA), encontrados principalmente em
peconhas de serpentes € em células humanas s3o os mais extensivamente explorados
(Scott et al., 1990; White et al., 1990; Fremont et al., 1993; Segelke et al., 1998;

Angelo J. Magro, 2003).

As PLAjs endogenas tém sido descritas como mediadores carcinogénicos devido
a atividade metabolica de seus produtos de reagdo, principalmente acidos graxos livres,
como acido araquidénico, que por sua vez originam prostanoides. Estes prostanoides
estdo envolvidos diretamente em diversos mecanismos celulares, como proliferacao,
sobrevivéncia, diferenciagdo, inflamagao, além de contribuirem para o estabelecimento
e manutencao de importantes estagios do crescimento e metastase tumoral. (Yamashita
et al., 1994; Cummings et al., 2000; Hernandez et al., 2010; Brglez, Lambeau, et al.,
2014). Os mediadores lipidicos favorecem a malignidade do tumor por meio de ativagao
de importantes vias de sinalizacdo para a sobrevivéncia celular, como as vias MAPK,
PI3K/Akt e Nf-kp (Cummings, 2007; Brglez, Pucer, et al., 2014). A figura 2 apresenta

como as sPLA, podem ativar diferentes vias em células tumorais por ligarem em
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receptores de membrana, bem como por atuarem enzimaticamente liberando produtos
capazes de desencadear respostas intracelulares que irdo promover resisténcia ao
estresse metabolico, crescimento e proliferacdo celular e principalmente resisténcia a
apoptose. O entendimento dos mecanismos de agdo de sPLA; na biologia molecular do
cancer vem crescendo substancialmente e tais conhecimentos abrem caminhos para a
estudos que visam reduzir ou inibir suas agdes no cancer (Polyak, 2007; Hunter et al.,

2008; Brglez, Lambeau, ef al., 2014; Brglez, Pucer, et al., 2014; Noubissi et al., 2015).
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Figura 2: Diferentes mecanismos de acdo de sPLA;s no cancer. FONTE: BRGLEZ;
LAMBEAU; PETAN, 2014.

1.5 Inibidores de PLA; e seu potencial terapéutico

Inibidores de PLA;s enddgenos (PLIs) tém sido isolados de sangue de diferentes

animais, como alguns mamiferos marsupiais com habitos ofiéfagos (Didelphis
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marsupialis aurita e Philander opossum) e rtépteis, principalmente serpentes
peconhentas e nao pegonhentas (Ovadia e Kochva, 1977; Domont et al., 1991). Os
primeiros estudos de purificacdo e caracterizacdo funcional de PLIs iniciaram em 1976
a partir de um inibidor isolado do plasma da serpente Trimeresurus flavoviridis (Kihara,
1976; Lizano, 2003). Atualmente, estes sdo bem conhecidos na literatura como
glicoproteinas acidas (Okumura et al., 1998; Ohkura et al., 1999; Fortes-Dias et al.,
2003; Fortes-Dias et al., 2014; Gimenes et al., 2014) classificadas estruturalmente em

trés tipos diferentes a, B e y (Inoue et al., 1991).

Os inibidores da classe a (aPLI) sdo proteinas globulares constituidas por mais
de duas subunidades isoméricas com massa variando de 20 a 25 kDa por subunidade, e
com um sitio de N-glicosilagdo conservado (Lizano, 2003). A caracteristica principal
que classifica este grupo ¢ a de possuirem similaridade sequencial com o dominio de
reconhecimento de carboidrato (CRD), comum em Lectinas tipo-C, dominio este que
provavelmente confere a capacidade de reconhecimento e neutralizacdo das PLAjs

(Inoue et al., 1991).

Os inibidores do tipo B (BPLIs) também sdo constituidos por subunidades
proteicas e apresentam como caracteristica principal multiplas repeti¢cdes de dominios
sucessivos ricos em leucina além de possuirem quatro sitios de N-glicosilagdo por
subunidade e preferencialmente inibem PLA,s bésicas presentes em peconhas de
serpentes. Estudos demonstram também uma homologia de 33% com a a2-glicoproteina
humana, que também ¢ caracterizada pela presenca de dominios ricos em leucina
(LRRs) (Okumura et al., 1998). Estes dominios ricos em leucina garantem um arranjo
para a proteina em formato de ferradura, conhecido como Horseshoe-shaped motif,
também encontrado em receptores do tipo-Toll (Ohkura et al., 1999; Okumura et al.,

2002). Até¢ o momento foram descritos na literatura quatro inibidores do grupo [
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encontrados no plasma ou na glandula de peconha das seguintes serpentes: ndo
peconhentas Elaphe climacophora e Elaphe quadrivirgata e outros dois de serpentes
peconhentas Gloydius brevicaudus e Lachesis muta (Inoue et al., 1991; Okumura et al.,
1998; Okumura et al., 2002; Oliveira et al, 2011). Lima e colaboradores (2011)
demonstraram o primeiro caso de inibidor do tipo B encontrado no transcriptoma da
glandula de peconha de uma espécie de serpente Lachesis muta, porém o entendimento

de sua presenca e funcionalidade na pe¢onha ainda nao foram bem esclarecidos.

Os inibidores de PLAj;s do tipo y (yPLI) possuem um maior numero de
subunidades proteicas, com massa molecular variando de 90 a 341 kDa, sendo que cada
subunidade ligada ndo covalentemente apresenta massa de 20 a 31 kDa. Estes possuem
ainda um sitio de glicosilagdo bem conservado na posi¢do 157 (considerando o peptideo
sinal), a presenca deste sitio foi descrita para diferentes inibidores purificados do
soro/plasma de diferentes espécies de serpentes, como de Crotalus durissus terrificus
(Fortes-Dias, 1991), Agkistrodon blomhoffii siniticus (Okumura et al., 1998), Python

reticulatus (Thwin et al., 2002) e Crotalus durissus collilineatus (Gimenes et al., 2014).

Alguns autores propdoem uma subclassificagdo da classe y em duas novas
subclasses YPLI-1 e yPLI-II. Esta subdivisdo seria baseada em diferengas nas estruturas
quaternarias e nos perfis de inibicao destes inibidores (Fortes-Dias, 1999; Lizano ef al.,
2000; Lizano et al., 2003). Seguindo esta proposta de classificacdo a classe yPLI-I seria
representada por inibidores que possuem heterodimeros em sua estrutura quaternaria,
sendo estes comumente encontrados nas serpentes das familias Elapidae, Hydrophidae
e Colubridae. A classe yPLI-II ¢ constituida por inibidores contendo apenas
mondmeros, sendo comumente encontrados nas familias Crotalidae e Viperidae, dentre

outras serpentes do velho mundo (Lizano ef al., 2003).
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Um importante dominio presente nos inibidores do tipo y sdo regides ricas em
prolina (Dunn e Broady, 2001). Estas regides poderiam desempenhar um papel
estrutural protegendo a conformacao dos sitios de interagdo com PLA;s (Kini e Evans,
1989). Outra caracteristica marcante deste grupo ¢ a presenca de dois conjuntos de
repeticdes intramoleculares com dominios ricos em cisteina, denominados motivo
Three-fingers (Ohkura et al., 1999; Estevao-Costa et al., 2008). Este dominio apresenta
grande semelhanga com o receptor da uroquinase ativadora de plasminogénio (u-PAR),
bem como com algumas a-neurotoxinas. Acredita-se dessa forma que este dominio seja
o responsavel pelo reconhecimento da regido de ligagio do Ca,” de PLA,s, dado que
garante o alto espectro de inibi¢do desta classe em todos os grupos de PLA;s (IA, IIA ¢
IITA) sem a preferéncia de reconhecimento de PLA; descrita para os outros dois grupos

de inibidores (Fortes-Dias ef al., 1994; Dunn e Broady, 2001; Gimenes et al., 2014).

Alguns trabalhos recentes demonstraram por modelagem molecular in silico a
estrutura tridimensional de inibidores de PLA; do grupo gama utilizando a proteina
uroquinase ativadora de plasminogénio (u-PAR) como molde (Figura 3) (Fortes-Dias et
al., 2014; Picelli et al., 2017). Porém sabe-se pouco da conformagdo tridimensional
desta classe de inibidores por nao ter sido descrito na literatura até o momento nenhum

cristal que elucide com clareza os sitios de reconhecimento para PLAs.
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Figura 3: Representacio esquematica in silico de inibidores de PLA; do tipo gama.
Em destaque para a formag¢do dos Dominios Three-fingers formada por folhas [-
pregueadas. FONTE: Picelli e colaboradores (2017).

De forma geral os mecanismos moleculares envolvidos na interag¢do inibidores-
PLA, dependem da classe a que cada inibidor pertence (Faure, 2000). Alguns estudos
estruturais de dicroismo circular (CD) demonstraram que nao ha alteragdo
conformacional dos inibidores do tipo a e y apos a formagdo do complexo com PLA;
(inibidor-enzima) (Oliveira ef al., 2008; Oliveira et al., 2011; Gimenes ef al., 2014). Os
mecanismos moleculares envolvidos na interagdo yYPLI/PLA;s foram primeiramente

elucidados a partir de experimentos contra neurotoxinas presente em pegonhas de
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serpentes (Ovadia e Kochva, 1977). Estes autores demonstraram pela primeira vez um
provavel mecanismo de inibi¢do na formagdo de um complexo nio covalente toxina-
inibidor. Perales e colaboradores (1995) também demonstraram que inibidores do tipo y
(CNF e CICS) purificados a partir do plasma de Crotalus durissus terrificus foram
capazes de neutralizar o efeito toxico da crotoxina (Fortes-Dias, 1991; Perales et al.,
1995). O inibidor CICs foi capaz de suprimir a atividade da crotoxina e sua toxicidade
em ensaios in vivo (Fortes-Dias, 1991; Fortes-Dias et al., 1994; Fortes-Dias, 1999).
Ensaios de Ressonancia Plasmoénica de Superficie demonstraram que o inibidor CICS ¢
capaz de formar complexos monoméricos ¢ multiméricos com [-Neurotoxinas
encontradas nas peconhas das serpentes Crotalus scutelatus, Crotalus durissus terrificus
e Pseudocerastes fieldi. Este estudo demonstrou ainda que o inibidor CICS nao ¢é capaz
de interagir com as subunidades ndo cataliticas das PLA, B-Neurotoxinas. Além disso, a
ligagdo com o inibidor induz a dissociacdio do heterocomplexo formado pelas

subunidades cataliticas e ndo cataliticas das PLA, B-Neurotoxinas (Faure, 2000).

Nos ultimos anos pesquisas voltadas para o desenvolvimento de moléculas
capazes de inibir especificamente a ag¢do de PLA, em células tumorais tém
demonstrando o potencial antitumoral de inibidores sintéticos e naturais de PLA;s
(Wang e Dubois, 2007; Donnini et al., 2011; Pucer et al., 2013). A Bristol-Meyers
Squibb nos Ultimos anos investiu no desenvolvimento de diversos componentes
sintéticos com potencial antitumoral por inibir a acdo de PLA, endégena, como os
compostos BMS-229724 ¢ AACOCF3, ambos derivados de compostos cetonicos (Sisci
et al., 2010). Isoliquiritigenin, um flavonoide inibidor de PLA;s, purificado de
Glycyrrhiza glabra (Fabaceae) (Li ef al., 2013; Hsia et al., 2015) induziu apoptose em
células de cancer de mama (MDA-MB-231) por regular negativamente algumas

enzimas chaves no metabolismo do AA (Peng et al., 2015).
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Inibidores de PLA, presentes no soro de animais (Loureiro e D'amore, 2005;
Gimenes et al., 2014; Zippel et al., 2016) consistem em novos modelos farmacoldgicos
para a terapia do cancer. Donnini e colaboradores (2011) apresentaram até o momento
o0 unico relato publicado de a¢do antitumoral de um inibidor de PLA; purificado do soro
da serpente Pyton sebae, uma serpente niao peconhenta. Neste trabalho eles
demonstraram o efeito citotoxico e anti-proliferativo de um inibidor de PLA; do tipo y
sobre diferentes linhagens de células tumorais, além disso, demonstraram uma reduc¢ao
do crescimento tumoral em modelos in vivo utilizando camundongos nude

transplantados com células tumorais A431.

Gimenes e colaboradores (2014) isolaram e caracterizaram estruturalmente e
funcionalmente um inibidor tipo gama (yCdcPLI) do soro da serpente Crotauls durissus
collilineatus demonstrando sua capacidade de inibir a atividade catalitica e citotoxica de
PLA;s isoladas de peconha de serpentes. Uma vez que PLAjs estdo envolvidas em
varios eventos moleculares importantes para a sobrevivéncia, progressao € metastase
tumoral, investigamos pela primeira vez o potencial antitumoral, antimetastatico e

antiangiogénico do inibidor yCdcPLI.
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2.0 Objetivo
Demonstrar a acdo antitumoral, antimetastatica e antiangiogénica do inibidor
vCdcPLI isolado do soro da serpente Crotalus durissus collilineatus sobre células de

cancer de mama triplo negativo (MDA-MB-231).

2.1 Objetivos especificos

o Isolar e sequenciar o yCdcPLI a partir do soro da serpente Crotauls durissus
collilineatus.

o Avaliar a citotoxicidade do yCdcPLI sobre diferentes linhagens de células
tumorais (prostata, pulmao, cérvix, intestino ¢ mama) pelo método de MTT.

o Avaliar a indugdo de morte celular por Anexina V / lodeto de Propideo e a
expressdo de genes e proteinas envolvidos na via de apoptose em células de
mama MDA-MB-231.

o Verificar a atividade antimetastatica por meio de ensaios de adesdo, invasao e
migracao em cé€lulas MDA-MB-231; bem como a expressio de genes e
proteinas envolvidos nas vias de sinalizacdo de metastase tumoral pelas técnicas
de PCR em tempo real, citometria de fluxo e western blotting.

o Awvaliar a inibi¢do da viabilidade, adesdo e migracdo em células HUVECs e
expressao de genes e proteinas envolvidos nas vias de sinalizacdo da
angiogénese pelas técnicas de PCR em tempo real e citometria de Fluxo.

o Analisar a atividade antiangiogénica pela quantificagdo dos niveis de VEGF,
inibicao da formagao de vasos por ensaio em Matrigel (in vitro) e por ensaio de
anel de aorta (ex vivo).

o Quantificar os niveis de Prostaglandina E2 (PGE2) e Leucotrieno B4 (LTB4)

nas células MDA-MB-231.
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o Analisar a expressdo de genes e proteinas envolvidos na via PI3K/AKT em
células de mama MDA-MB-231.
o Avaliar a capacidade neutralizadora da atividade pro-inflamatéria in vitro e in

vivo de uma PLA; (BnSP-7) obtida da peconha de B. pauloensis.

3.0 Materiais e Métodos
3.1. Animais

Camundongos machos da linhagem Balb-c (20-30 g) foram fornecidos pelo
Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Uberlandia mantidos em condigdes
padrdes de temperatura 25°C, umidade relativa do ar de 60-65%, ciclo de 12 horas de
luz/noite, dieta e agua ad libitum. Os procedimentos realizados com animais apresentam
aprovagdo do Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA, nimero do protocolo
042/11) da Universidade Federal de Uberlandia e estd em acordo com os principios
¢éticos de experimentacao animal aprovados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao

Animal (COBEA).

3.2 Purificac¢io do inibidor yCdcPLI
3.2.1 Obtencao do soro de Crotalus durissus collilineatus

Durante toda a condugdo deste trabalho o grupo com cinco (05) espécimes da
serpente Crotalus durissus collilineatus (C. d. collilineatus) foi mantido no Setor de
Manutengao de Répteis, sob a coordenacao da Profa. Dra. Vera Lucia de Campos Brites
(Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberandia). O Setor de Répteis ¢

registrado pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente dos Recursos Naturais
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Renovéveis (IBAMA) desde 1995, sendo enquadrado na categoria de Criadouro

Conservacionista da Fauna Silvestre — Finalidade Cientifica.

As coletas de sangue das serpentes seguiam uma periodicidade de acordo com a
demanda, respeitando o intervalo de seguranca para os animais de no minimo 30 dias.
Estas coletas foram realizadas pelos veterinarios responsaveis, Prof. Dr. André Luiz
Quagliatto Santos (Coordenador Técnico do Laboratério de Pesquisa em Animais
Silvestres (LAPAS) da Universidade Federal de Uberlandia) e a MSc. Thais Carneiro
Santos Rodrigues, doutoranda da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de
Uberlandia. Em cada coleta, o sangue de C. d. collilineatus foi centrifugado a 5000 x g
por 10 minutos a 4°C, separado o soro, este foi armazenado a -20°C para purificagdo do
inibidor.

Este trabalho possui registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) para acesso ao patrimdnio genético sob o
numero 010632/2014-0. Além de aprovagdo pelo Comité de Etica na Utilizagdo de

Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sob o nimero 042/14.

3.2.2 Isolamento do inibidor de PLA; yCdcPLI

O 1nibidor yCdcPLI foi purificado utilizando dois passos cromatograficos, como
descrito previamente por Gimenes et al. 2014. Cerca de 200mg do soro da serpente C.
d. collilineatus foram aplicados em uma coluna de troca i6nica (Q-Sepharose fast flow —
GE Healthcare) previamente equilibrada em tampao Fosfato de Sédio 0,05M pH 6,5. A
eluicdo das proteinas foi realizada em um fluxo de 12mL/h a temperatura de 25°C, com
o tampao Fosfato de S6dio 0,05M em diferentes concentragdes de NaCl (0,2M, 0,35M e

0,7M). As fracdes obtidas (Ql a QS5) foram monitoradas em espectrofotometro
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Ultrospec 1000 UV/Visivel (Pharmacia Biotech) em comprimento de onda de 280nm.

Estas fragdes foram liofilizadas e armazenadas a -20°C.

Apoés esta primeira etapa a fragdo contendo o inibidor, denominada Q4, foi
aplicada em uma coluna de afinidade NHS Hitrap (N-hydroxysuccinimide) imobilizada
com uma PLA; obtida da pegonha de Bothrops pauloensis (BnSP-7) (Rodrigues, et al.,
1998 e Soares et al., 2000). A montagem da coluna NHS-BnSP-7 seguiu as
recomendacdes do fabricante. Posteriormente, esta coluna foi acoplada em um sistema
AKTA PRIME GE-HealthCare inicialmente equilibrada com tampao Tris-HCI 10mM/L
pH 7,5. A eluigdo do inibidor yCdcPLI foi realizada com 100% do tampao Glicina
100mM/L pH 2,5, em seguida o pH das fragdes contendo o inibidor foi reestabelecido

com um tampao de neutralizacio Tris-HCI 1M pH 8,0.

3.2.3 Dosagem Proteica

O soro total, as fracdes obtidas nas cromatografias e o inibidor foram
quantificados utilizando-se o método estabelecido por Bradford (1976) (Bradford, 1976)
e pelo equipamento BioDrop (Analitica). Brevemente, para o método de Bradford foi
construida uma curva padrao de Soroalbumina bovina (1mg/mL) e as concentracdes das
proteinas foram realizadas em triplicata e a absorbancia lida a 595nm ((Multiskan GO
ThermoScientific, EUA). A concentracdo das fragdes, bem como do inibidor foram
determinadas em pg/ul a partir de calculos de regressao linear baseados em valores
obtidos na curva padrdo utilizando a soroalbumina bovina como proteina padrdo,

somente admitindo valores para r* > 0,98.
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3.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes

(SDS-PAGE)

A homogeneidade das amostras contendo o inibidor yCdcPLI foi avaliada em gel
de poliacrilamida a 12% (m/v) em condi¢des redutoras na presenga de SDS e B-
mercaptoetanol, como descrito por Laemmli (1970) (Laemmli, 1970). Brevemente, o
sistema de SDS-PAGE descontinuo foi construido com um gel de empilhamento a 3%,
contendo Tris-HCI1 0,5M (pH 6,8) e SDS a 0,1% (m/v) e um gel de separacao a 12%
contendo Tris-HC1 2,0M (pH 8,8) e SDS a 0,1% (m/v), mantendo a propor¢ao de 0,8:30
de bis:acrilamida. Todos os géis foram preparados em sistema de eletroforese Hoefer SE
260 Mighty Small II. As amostras foram preparadas em um tampao de Tris-HCI 0,06M
pH 6,8, SDS 2% (m/v), f-mercaptoetanol 20% (v/v), azul de bromofenol 0,005% (m/v)
e glicerol 10% (v/v). Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100°C por Smin e
aplicadas no gel para corrida contendo tampao Tris 0,025M, Glicina 0,192M e SDS
0,1% (m/v) (pH 8,3). Ao final o gel foi corado em uma solucdo de Coomassie Blue-
R250 0,1% (m/v) em &gua, acido acético 10% (v/v) e metanol 50% (v/v) e descorado
em solucao de 4cido acético 7% (v/v) e etanol 30% (v/v). O padrdo de massa molecular
utilizado era composto da mistura das seguintes proteinas: Albumina Bovina 66 kDa;
Ovoalbumina 45 kDa; Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 36 kDa; Anidrase
carbonica 29 kDa; Tripsinogénio 24 kDa; Inibidor de tripsina 20,1 kDa; a-

lactoalbumina; 14,2 kDa.

3.2.5 Inibicao da atividade fosfolipasica A, pelo yCdcPLI

A atividade do inibidor foi avaliada pré-incubando o yCdcPLI com uma PLA,
acida enzimaticamente ativa purificada da peconha de Bothrops pauloensis (BpPLA;-

TXI) (Ferreira et al., 2013). Inicialmente, Spug da PLA; BpPLA,-TXI e 10ug do inibidor
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yCdcPLI (1:2 m/m) foram previamente incubados por 30 minutos a 37°C, em seguida a
atividade PLA, foi quantificada por titulagdo potenciométrica (De Haas et al., 1968).
Brevemente, foi preparado o substrato o qual continha uma emulsdo de gema de ovo na
presenca de deoxicolato de sddio 0,03M e CaCL, 0,6M. Nesta emulsao os acidos graxos
liberados enzimaticamente foram titulados com uma solu¢ao padrdo de NaOH 0,1M em
pH 8,0 em temperatura ambiente. A atividade fosfolipasica A, foi expressa em
microequivalentes de base consumida por minuto por pg de PLA, (uEq de

NaOH/min/mg).

3.2.6 Sequenciamento completo do inibidor yCdcPLI por espectrometria de

massas

O sequenciamento completo do inibidor yCdcPLI foi realizado utilizando um
espectrometro de massas do tipo Quadrupole-Time of Flight com ionizacdo por
electrospray (QTof Ultima Global, Waters, Milford, MA). Primeiramente foi
confirmada a massa real dos monomeros que compdem o inibidor yCdcPLI, ainda com
a proteina integra. Apds, cerca de 50ug do inibidor foram fragmentados utilizando o kit
ProteoExtract Digestion kit (Calbiochem, Gibbstown, NJ), contendo as seguintes
enzimas: Trypsin, Chymotrypsin, Glu-C e Trypsin/Glu-C. Os peptideos obtidos desta
fragmentacao foram entdo submetidos ao sequenciamento no espectrometro de massas,
sendo possivel a obten¢do dos parentais de cada fragmento, bem como o perfil de
fragmentacao de cada um deles. Os dados obtidos foram entdo analisados pelo Software
ProteinLynx Global Server versao 2.2.5 (Waters, Milford, MA). Esta sequencia foi
utilizada para as andlises de alinhamento com diferentes inibidores de PLA; do tipo v,

sendo utilizadas as Web Tools, ClustalW — MUSCLE e BLASTp.
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3.3 Avaliacio do efeito antitumoral, antimetastatico e antiangiogénico do yCdcPLI
3.3.1 Cultura de células

As linhagens de células humanas tumorais: de mama (MDA-MB-231 e MCF-7),
de prostata (PC3), de pulmio (A549), de Cérvix (HeLa), e as células humanas nao
tumorais: de mama (MCF 10A) e endotelial (HUVEC - Umbilical Vein/Vascular
Endothelium Cell) foram obtidas do banco de células da American Type Culture
Collection (ATCC). As células macréfagos, Murine peritoneal adherents cells
(MPAC:s) foram coletadas do exudato peritoneal de camundongos Balb/c, como descrito
por Clissa e colaboradores, 2001. A linhagem de célula endotelial murina de timo (t-
End — Timo Endothelial cells) foram estabelecidas de acordo com Bussolino e
colaboradores, 1991 (Bussolino et al., 1991) e gentilmente cedidas pela Dra. Patricia
Clissa do Instituto Butantan — SP. As células foram mantidas em temperatura controlada

de 37°C em uma incubadora umidificada contendo 5% de COs».

As células MDA-MB-231 foram cultivadas em meio IMDM suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 100U/mL de Penicilina e 100mg/mL de
Estreptomicina. As células MCF 10A foram mantidas em meio DMEN-F12
suplementado com 10% de SFB, 100pg/mL de Fator de Crescimento Epidermal (EGF),
Img/mL de Hidrocortisona, 10mg/mL de Insulina, 100U/mL de penicilina e 100mg/mL
de Estreptomicina. As linhagens de células PC3, A549, HeLa, HUVECs, t-End e
macrofagos peritoneais murinos foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de SFB, 2mM de L-glutamina, 2mM de piruvato de soédio, 1mM de

aminoacidos ndo essenciais, 100U/mL de penicilina e 100mg/mL de estreptomicina.
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3.3.2 Ensaio de citotoxicidade por MTT

As células MDA-MB-231, MCF-7, PC3, A549, MCF 10A ¢ HUVEC foram
plaqueadas em placas de 96 pogos na propor¢do de 3x10* células/pogo. Estas foram
mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO; por 24 horas para melhor adesdo a placa. Apos
24 horas, foi adicionado um novo meio contendo concentra¢des decrescentes de
vCdcPLI (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,560; 0,78 e/ou 0,39 pg/mL) ou apenas meio nos
grupos de controle negativo e as placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de
CO; por 24 horas. Apods o tratamento as células foram incubadas com o reagente de
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (5mg/mL,
20uL/poco) por 3 horas a 37°C. Entdo foram adicionados 100ul de PBS contendo 10%
de SDS ¢ 0,01M de HCl em cada pogo para a completa dissolucdo dos cristais de
Formazan formados a partir do consumo do MTT pelas enzimas mitocondriais. Apos
18horas a absorbancia foi lida a 570nm em espectrofotometro (Multiskan™ GO
Microplate Spectrophotometer — Thermo Scientific, USA). O valor de ICsy, ou seja,
aquela concentragdo capaz de reduzir a viabilidade das células em 50% foi calculada a

partir da curva logaritmica obtida com a curva de concentragdo-resposta.

3.3.3 Ensaio de Apoptose com Anexina V / lodeto de Propideo

O ensaio para a avaliacao da apoptose foi realizado com um Kit de Apoptose
(BD Biosciences) seguindo as orientacdoes dos fabricantes. Brevemente, as células
MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 24 pogos na quantidade de 2x10°
células/poco. Apds 24 horas para adesdo das cé€lulas, estas foram tratadas com yCdcPLI
(50 e 25pg/mL) e meio IMDM no grupo de controle negativo por mais 24 horas em

estufa com 5% de CO, a 37°C.
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Decorrido o tempo de tratamento as células foram tripsinizadas, lavadas com
PBS 1X gelado, ressuspendidas em tampao de ligacdo e contadas em camara de
Neubauer. As células foram divididas em 4 grupos, nos quais continham apenas células
sem marca¢ao; células coradas com 2ul de FITC-Anexina V; células coradas com 2pul
de PI-Iodeto de Propideo e células com a dupla marcagdo coradas com FITC-Anexina V
e PI-lodeto de Propideo. Estas foram incubadas no escuro por 15 minutos e as andlises
foram realizadas com auxilio do Software FlowJo - BD Accuri C6 (Biosciences, CA,

USA).
3.3.4 Expressao génica por PCR em tempo real (RT-PCR)

Células MDA-MB-231 (5x10°) foram plaqueadas em garrafas de 25cm’” e
tratadas por 24 horas com yCdcPLI em uma concentragdo de 25ug/mL, mantidas em
estufa contendo 5% de CO,. As células HUVEC (5x10°) foram tratadas em suspensao
por 1 hora com yCdcPLI (25pg/mL), também mantidas em estufa contendo 5% de CO,.
O grupo controle foi tratado apenas com meio IMDM, para células MDA-MB-231 e

RPMI 1640, para células HUVEC.

Apo6s o tratamento, o RNA foi extraido utilizando o Kit Tri-Reagent Sigma®.
Brevemente, ImL de Trizol para uma quantidade de 5-10x10° células e 200uL de
Cloroférmio foram adicionados em cada microtubo contendo as células, agitados
vigorosamente por 15 segundos e centrifugados a 13.000rpm por 10 minutos. Apos a
centrifugacdo a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, foi adicionado
500uL de Isopropanol e centrifugado novamente a 13.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 1mL de Etanol 75%, sendo
novamente centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos. Apos centrifugacdo o RNA foi

ressuspenso com agua RNAse free e dosado no BioDrop (BioDrop — Inglaterra). O
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calculo da pureza do material foi realizado de acordo com os valores de absorbancia a

280 e 260nm, sendo admitida pureza do RNA para valores acima de 1,7.

O cDNA foi construido a partir do RNA extraido utilizando o Kit GoScript
Reverse Transcription System (Promega®™), seguindo as orientacdes do fabricante. Em
que indicam para cada reagdo utilizar 2ug de RNA. Dessa forma, primeiramente
preparou-se um Mix 1 contendo RNA e primer, que foi incubado por 5 minutos a 70°C
e 5 minutos no gelo. Em seguida, foi preparado o Mix 2 contendo Tampao, MgCl,,
RNAsin, mix para PCR e a Enzima Transcriptase Reversa, esta mistura 2 foi incubada

por 5 minutos a 25°C e 60 minutos a 42°C. O cDNA foi mantido em -20°C.

A modulagdo da expressdo génica foi analisada por PCR em tempo real
quantitativo (QRT-PCR). Estas anélises foram realizadas utilizando-se uma biblioteca de
primer comercial contendo diferentes genes envolvidos com processos celulares
(Human  Cancer  Pathway  Primer  Library -  GO-GenOne;  Brazil,

http://www.genone.com.br). O PCR quantitativo foi realizado em triplicata utilizando o

Kit Master Mix—Sybr Green (LGC Biotechnology; Brazil) de acordo com o fabricante.
Brevemente, foram adicionados ao kit de reagdo 2ul. de cDNA e 0,1uM de cada primer,
os parametros determinados para os ciclos seguiram o seguinte padrdo: 50 ciclos a 95°C
de 10 segundos e 58°C de 45 segundos. Os dados obtidos do RT-PCR foram
padronizados de acordo com o método Comparative Threshold Cycle (CT), segundo
Livak and Schmittgen, 2001. Os dados foram normalizados utilizando P-actina e
GAPDH como controles endogenos da reagdo e os resultados foram expressos em Fold
Changes (expressao dos genes do grupo tratado com yCdcPLI comparado com grupo
controle, apenas meio de cultura), estes valores foram convertido para a representagao

grafica (-1/AACT).

42


http://www.genone.com.br/

3.3.5 Western blotting

As células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 6 pogos (1x10°
célula/poco) em triplicata e incubadas overnight. Apos este tempo, as células foram
incubadas com yCdcPLI (25pg/mL) por 24h. Apods o tratamento as células foram
lavadas com PBS gelado e tratadas com RIPA lysis buffer com inibidores de proteases
(sc-24948) e centrifugadas a 12.000xg por 10 minutos a 4°C. As aliquotas do
sobrenadante foram submetidas a um gel de eletroforese (SDS-PAGE, 10% acrilamida e
bis-acrilamida) e transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond C,
Amersham Biosciences). As membranas foram bloqueadas por 1 hora com TBS-T
(150mM coreto de sédio, SOmM Tris [pH 8] e 0.1% Tween 20) contendo 5% de leite
desnatado e posteriormente foram incubadas com os anticorpos phospho-Akt Ser473
(#4060), phospho-ERK1/2 Thr202/Tyr204 (#9101), ERK1/2 (#9102), phospho-p38
Thr180/Tyr182 (#4511), p38 (#9212), phospho-p53 Serl5 (#9284), p53 (#2524) e
phospho-IKKao/IKKB Ser176/Ser177 (#2078S) da empresa Cell Signaling; Akt 1/2/3
(sc-8312), PRT (sc-20975), GAPDH (sc-47724), Caspase 3 (sc-7148) e Caspase 7 (sc-
56063) da empresa Santa Cruz Biotechnology; phospho-IkBa Ser32/Ser36 (NB-100-
56724) e IxkBa (NB-120-22071) da empresa Imgenex. Apos lavagem, as membranas
foram incubadas com anticorpo anti-rabbit secundario anti-IgG ((#474 1506) ou anti-
mouse (#04 18 06) conjugado com peroxidase da empresa KPL, os sinais foram
visualizados com  quimioluminescentes usando o substrato  SuperSignal
chemiluminescent substrate (Life Technologies). Sendo que, todas as imagens foram

obtidas usando o sistema Uvitec Alliance.
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3.3.6 Ensaio de adesao celular

As células MDA-MB-231 e HUVEC (3x10* células/pogo) foram pré-incubadas
com diferentes concentracdes do inibidor (50; 25; 12,5; 10; 6,25; 5; 3,125 e 2,5ug/mL)
por 30min a 37°C. Apds a incubagdo as células foram semeadas em placas de 96 pocos
e incubadas por 2 horas a 37°C em estufa de CO,. As células que ndo aderiram foram
removidas com PBS 1X e as células aderidas foram mensuradas pelo método de MTT,

como descrito no item como descrito no item 3.2.2.

Para o ensaio de adesdo, células HUVEC foram pré-tratadas em diferentes
concentragdes de yCdcPLI (50, 25, 10, 5 e 2,5ug/mL) por 30 minutos a 37°C e
semeadas em diferentes componentes da matriz extracelular, como Colageno IV (10
mg/mL em 0.1 M de Acido Acético), Fibronectina (10 mg/mL em PBS), ou Matrigel
(10 mg/mL em PBS). Células cultivadas em placas sem nenhum componente da matriz
extracelular foram utilizadas como controle. Apo6s a pré-incubagdo as células foram
semeadas em placas de 96 pogos e incubadas por 2 horas a 37°C em estufa de CO,. As
células que ndo aderiram foram removidas com PBS 1X e as células aderidas foram

mensuradas pelo método de MTT, como descrito no item 3.2.2.

3.3.7 Ensaio de migracao por Wound healing

A inibicdo da migragdo das células MDA-MB-231 foi primeiramente analisada
pela técnica de Wound healing como descrita por Jung (2013) (Jung et al., 2013), com
algumas modificacdes. Brevemente, as células foram semeadas a 4x10° células/poco em
placas de 12 pocos. Apds 24 horas foi realizado um corte na monocamada das células
com o auxilio de uma ponteira de 10uL, o meio foi descartado e trocado por um novo

meio contendo ou nao o inibidor YCdcPLI. As células aderidas foram entdo tratadas com
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o inibidor de PLA, (yCdcPLI) a 25ug/mL por 24 horas e a confluéncia das células foi
analisada em um microscopio 6tico invertido (Nikon Eclipse TS100) e fotografada em

camera Nikon TS1000 (na magnitude de 10X).

3.3.8 Ensaio de migracao e invasao em Transwell

Os ensaios de migracdo e invasdo celular foram realizadas utilizando um inserto
de cultura celular com poro de 8um (Greiner Bio-One, Suiga). Neste ensaio as células
MDA-MB-231 e HUVEC foram pré-incubadas em meio IMDM e RPMI sem Soro Fetal
Bovino contendo diferentes concentragdes de yCdcPLI (50 e 25ug/mL) por 30 minutos
a 37°C. Apos esta incubacdo, as células (1x10°célula/transwell) foram semeadas na
parte superior da camara dos insertos € no compartimento inferior foi adicionado meio

com 10% de SFB como quimioatrativo para as células.

No ensaio de invasdo celular, os insertos de cultura celular foram previamente
revestido com Matrigel (Corning® Matrigel® Matrix, USA) diluido na razdo 1:10
(Matrigel:PBS) com meio sem SFB (overnight), antes das células serem semeadas. As
c€lulas foram mantidas a 37°C em estufa contendo 5% de CO; por 24 horas. Apos, as
células que ndo migraram foram retiradas do compartimento superior do inserto com a
ajuda de uma haste flexivel de algodao, e as células que migraram ou invadiram foram
coradas com o Kit Rapido Panoético (Laborclin, Brasil) e fotografadas com Nikon

Eclipse TS100 ap6s contagem para constru¢do dos graficos.

3.3.9 Expressao de Integrinas em células HUVECs

A andlise de expressao e reconhecimento de integrinas na superficie das células

HUVEC foi realizada utilizando-se anticorpos anti-integrina em Citometria de fluxo.
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Estas foram pré-incubadas com yCdcPLI (50pg/mL) por 1 hora a 37°C em estufa
humida contendo 5% de CO,. Apos esta pré-incubagdo, as células (1x10° células/pogo)
foram lavadas com PBS 1X e incubadas com BSA 0,5% por 20 minutos no gelo para
bloqueios inespecificos, em seguida foram novamente lavadas e ressuspensas em PBS

1X.

As células foram entdo incubadas com anticorpos humano monoclonal anti-02
(CD49b) Fluorescein, humano anti-Bl1 (CD29) Fluorescein, humano anti-aV[3
(CD51/CD61) fluorescein e humano anti-a5 (CD49¢) fluorescei (Ambriex, Brazil), em
uma concentragio de 2pg de anticorpos a cada 10° células em PBS com BSA 1% por 30
minutos a 4°C. Células em suspencdo foram incubadas com os respectivos Anticorpos
monoclonais Isotipos (Isotipo FITC e Isotipo PE) e apods a incubacdo as amostras foram
lavadas, ressuspensas em PBS 1X e analisadas com auxilio do software da BD Accuri

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

3.3.10 Angiogénese in vitro

Para o ensaio de formagdo de vasos in vitro, inicialmente placas foram
previamente revestidas com 50ul de Matrigel (Corning® Matrigel® Matrix, USA) por
30 minutos. As células HUVEC (5x10°cel/pogo) foram pré-incubadas com o inibidor
vCdcPLI (25 pg/mL e 50pg/mL) por 30 minutos a 37°C em meio RPMI suplementado
com bFGF (10ng/mL). Em seguida, as c€lulas foram semeadas nos pogos de placas de
24 pocos contendo Matrigel. Estas foram mantidas a 37°C em estufa contendo 5% de
CO; por 18 horas, antes de ser analisada a formagao dos vasos e fotografados em um

microscopio invertido em uma magnitude de 10X (Nikon Eclipse TS100).
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3.3.11 Dosagem de VEGF no sobrenadante de células HUVEC

Os niveis de VEGF foram quantificados no sobrenadante das células HUVEC
obtidos ap6s o ensaio da formagdo de vasos in vitro. Esta dosagem foi realizada
utilizando um Kit CBA para proteinas celulares (BD — EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Brevemente, uma curva padrdo foi construida com
diferentes concentracdes de VEGF conhecidas (2500, 1250, 625, 312,5, 156, 80, 40, 20
e 10pg), posteriormente adicionou-se 25ul do Mix de Beads (Diluent Beads e Capture
Beads). Em seguida, as amostras foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente
e em seguida adicionados 25uL. do Mix PE Detection Reagent, sendo entdo incubado
por mais 2 horas em temperatura ambiente. Apds esta incubagdo as amostras foram
lavadas com 500uL de Wash Buffer e centrifugadas a 200 xg por 5 minutos. O
sobrenadante foi entdo retirado e o pellet de células ressuspendido em 300 uL. de Wash
Buffer. As amostras foram submetidas ao Citdmetro de fluxo e analisadas com o auxilio

do software Flowjo BD Accuri C6 (BD Accuri C6 — Biosciences, CA, USA).

3.3.12 Ensaio de anel adértico — modelo de angiogénese ex vivo

O ensaio para avaliar a angiogénese em modelo ex vivo foi realizado de acordo
com Abu, et al., 2016 com algumas adaptacdes. Para isto, os fragmentos aodrticos (1 —
1,5 mm) foram removidos de camundongos Balb-c machos (6 semanas -
aproximadamente 30gr) e colocados em PBS gelado suplementado com penicilina-

estreptomicina 1%.

Os fragmentos foram colocados na camada de Matrigel em placas de 48 pogos e
incubados em meio RPMI suplementado com bFGF (10ng/mL) e EGF (20ng/mL) por

24 horas antes de iniciar o tratamento com yCdcPLI (25 e 50ug/mL). Apds estas 24
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horas os fragmentos foram tratados durante 7 dias, com intervalos de tratamento de 2
dias. Ao final deste periodo, os fragmentos dos anéis adrticos foram analisados para
avaliar os brotamentos celulares formados a partir dos fragmentos adrticos e
fotografados utilizando um microscépio 6tico invertido na magnitude de 10X (Nikon

Eclipse TS100).

3.3.13 Dosagem de prostaglandina E2 e leucotrieno B4 no sobrenadante de

células apés tratamento com o yCdcPLI

Os niveis de Prostaglandina E2 (PGE2) e Leucotrieno B4 (LTB4) nos
sobrenadantes das células humanas MD-MB-231 e murinas (t-End e MPAC) foram
avaliados com o uso do kit comercial de imunoensaio enzimatico (EIA Kit — Cayman,;
USA), de acordo com o protocolo dos fabricantes. Células MD-MB-231 (4x10°
célula/poco) foram plaqueadas em placas de 12 pogos, apds este tempo o meio foi
retirado e adicionado um meio novo contendo yCdcPLI (25 e 50 pg/mL) por 24 horas.

Apos esse periodo o sobrenadante foi coletado para a dosagem de PE2 e LTB4.

A dosagem de PGE2 no sobrenadante das células murinas t-End e MPAC (1x10°
célula/pogo) ocorreu apds estimulo das mesmas com uma PLA; pré-inflamatéria
(BnSP-7) isolada da pegonha de B. pauloensis (Soares et al., 2000; Oliveira et al.,
2009). Para este ensaio foram utilizados os seguintes grupos; controle negativo (c€lulas
tratadas apenas com meio de cultura), controle positivo (c€lulas tratadas com BnSP-7 na
concentracdo de Spug/mL), tratado com a BnSP-7 pré incubada por 30 minutos com o
inibidor yCdcPLI na propor¢ao de 1:0,5 (m/m) (Spg/mL de BnSP-7 e 2,5ug/mL de
vCdcPLI). Os sobrenadantes obtidos apds os tratamentos foram utilizados para dosagem

de PGE2.
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Os niveis de PGE2 e LTB4 no sobrenadante das células foram obtidos apds a
construcdo de uma curva padrdo com as concentragdes de PGE2 e LTB4 conhecidas
(1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3, 15,6 ¢ 7,8 pg/mL). A reacdo foi realizada adicionando
50uL dos sobrenadantes em cada pogo da placa de 96 pogos e 50uL de Prostaglandina
E2 ou Leucotrieno B4 “Ache Tracer”; e 50uL de Anticorpos Monoclonais
Prostaglandina E2 ou Leucotrieno B4. A placa foi incubada por 18 horas a 4°C e para
sua revelagdo sendo em seguida lavada 5 vezes com Wash Buffer e foram adicionados
200uL de Ellman’s Reagent em cada pogo. Apods este procedimento a placa foi incubada
por 65 minutos e sua leitura em 420nm foi realizada em espectrofotometro ((Multiskan

GO ThermoScientific - EUA).

3.3.14 Dosagem de citocinas em células murinas (t-End e MPAC)

estimuladas por uma PLA,; basica (BnSP-7)

Os sobrenadantes obtidos das células t-End e Macrofago (MPAC), como
descritos no item anterior (3.2.13) foram utilizados para quantificacdo da concentragdao
de Citocinas pro-inflamatdrias utilizando o Kit de Inflamag¢ao CBA (BD- Biosciences)
seguindo as instrugdes dos fabricantes. Brevemente, para a quantificagdo foram usados
50ul do sobrenadante e/ou diferentes concentracdes de proteina da curva padrao (1000,
500, 250, 125, 62,5, 31,3, 15,6 ¢ 7,8 pg/mL) e adicionadas a uma mistura de beads de
diferentes citocinas (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF-a, IL-12p70) conjugadas com PE
para deteccdo em Citometria de Fluxo. Apos 3 horas de incubagdo os beads de captura
foram lavados, para retirada de excesso de beads nao desejados, e analisados em um

Citometro BD Accuri C6 (BD Accuri C6 - Biosciences, CA, USA).
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3.3.15 Atividade edematogénica em pata de camundongos Balb-c

A formacdo de edema foi induzida com a PLA, BnSP-7, seguindo a metodologia
descrita por Landucci e colaboradores (1995) (Landucci et al., 1995). Inicialmente as
amostras foram preparadas em um volume de 25ul para cada grupo experimental:
Grupo 1- PBS; Grupo 2 — PLA, BnSP-7 (5ug); Grupo 3 — yCdcPLI (2,5ug); Grupo 4-
Pré-incubagdo da PLA; BnSP-7 com o inibidor yCdcPLI na propor¢ao de 1:0,5 (Sug de
BnSP-7 para 2,5ug de yCdcPLI, m/m) por 30 minutos a 37°C. Em seguida, todas as
amostras foram injetadas por via subcutidnea na pata direita de camundongos Balb-c
(n=3). O volume das patas foi avaliado nos tempos 0, 30min, 1h, 3h, 6h ¢ 24h com o

auxilio de um paquimetro eletronico.

3.4 Estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicatas independentes e os resultados
expressos em mean = S.E.M. As diferencas entre os grupos de tratamento e controle
foram analisados pelo teste Student’s t-test (Unpaired or Nonparametric test, assumindo
uma distribuicdo normal Gaussiana) ou pelo teste One-Way ANOVA, e nos casos em
que a comparacao foi feita com duas ou mais variaveis foi realizado o teste 7wo-Way
ANOVA; quando possivel foram realizados o pés-teste Bonferroni post-test, com o
auxilio do software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). As

diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p<0,05 (**) e p<0,001
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4.0 Resultados
4.1.1 Obtencio e sequencimento do inibidor yCdcPLI

O fracionamento do soro de C. d. collilineatus foi realizado seguindo a
metodologia previamente estabelecida por Gimenes, et al., 2014. Como demonstra a
Figura 4A, apds o primeiro passo cromatografico em resina Q-Sepharose Fast Flow a
fracdo Q4 foi submetida a cromatografia de afinidade resultando na obtengdo do
inibidor yCdcPLI. Em seguida, sua homogeneidade foi confirmada por SDS-PAGE
(Figura 4B) ¢ sua atividade pela inibicdo da atividade fosfolipase A, da BpPLA,-TXI

(dados ndo mostrados).
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Figura 4: Purificacdo do inibidor de PLA; yCdcPLI. A) Cromatografia de troca
i6nica em resina Q-Sepharose Fast Flow equilibrada com tampao Fosfato de Sodio
(0,05M) e NaCl (0,2M). Eluicao com NaCl (0,35M a 0,7M) em um fluxo de 12,0mL/h a
25°C. B) Cromatografia de afinidade em resina NHS-HiTrap (N-hydroxysuccinimide)
acoplada com uma PLA; basica (BnSP-7) equilibrada com tampao Tris-HCl 10mM, pH
7,5 e eluida com tampao Glicina-HCI, pH 2,0. C) PAGE-SDS 12,5% com o inibidor
yCdcPLI: Padrdao de Peso Molecular: 66.000; 45.000; 30.000; 20.100; 14.400.

4.1.2 Sequenciamento, determinacio do sitio de glicosilacdo e alinhamento

O sequenciamento completo do inibidor yCdcPLI permitiu identificar os sitios
de glicosilacdo predito, bem como o experimental e além disso confirmar a existéncia
da sequencia de aminodcidos descrita como participante do reconhecimento e inibi¢ao

de PLA, (Figura 5). A partir do sequenciamento completo foi possivel perceber uma
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alta identidade com outros inibidores de PLA,, uma vez que esta classe de proteinas

possuem dominios conservados (Figura 6).

Peptideo Sinal
LT SCDFCHNIGKDCDGYEEECSSPEDVCGKVLLEISSASLSVRTVHKNCFSSSICKLGQFDVNI
GHHSYIRGRINCCEKELCEDQPEPGEPLSKPNGYYCPGAIGLFTKDSTEYEAICKGTETKCINIVGHRYEQFPG

DISYNLKG CVSICF’LLS LSNATFEQNRNYLEKVECKDAIRLASL

Figura 5: Sequéncia completa de aminoacidos do inibidor de PLA, yCdcPLI obtida
por Espectrometria de massas (Macro Mass Global Ultima Q-TOF — Quadruplopole
Time of Flight). Verde Escuro: Sitio de glicosilagdo experimental (O-glicosilado);
Verde Claro: Sitio de glicosilagdo predito. Vermelho: Regido do Heptapeptideo
descrito como responsavel pelo reconhecimento e inibigdo de PLA,.
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Peptideo Sinal

yCdcPLI e SCDFCHNIGKDCDGYEEECSSPEDVCGKVLLEISSASLSYV
Q90358.1 MKYLHTICLLFIFVARGNSRSCDFCHNIGKDCDGYEEECSSPEDVCGKVLLEISSASLSV
P60591.1 MKYLHTICLLFIFVARGNSRSCDFCHNIGKDCDGYEEECSSPEDVCGKVLLEISSASLSYV
P60592.1 MKSLHTICLLFIFVARGNSRSCDFCHNVGKDCDGYEQECSSPEDVCGKVFLEISSASLSV
ABV91326.1 MKSLHTICLLFIFVARGNSRSCDFCHNIGKDCDGYEQECSSPEDVCGKVFLEISSASLSY
*k hhkhkhkhhkhhkhhkdhhkdrrkhkhrkhhrkhhkh ki :*-}:******:************:**********
yCdcPLI RTVHKNCFSSSICKLGQFDVNIGHHSYIRGRINCCEKELCEDQPEPGEPLSKPNGYYCPG
Q90358.1 RTVHKNCFSSSICKLGQFDVNIGHHSYIRGRINCCEKELCEDQPFPGLPLSKPNGYYCPG
P60591.1 RTVHKNCFSSSICKLGQFDVNIGHHSYIRGRINCCEKEPCEDQLFPGLPLSKPNGYYCPG
P60592.1 RTVHKNCFSSSICKLGQIDVNIGHHSYIRGRINCCEKEPCEDQPFPGLPLSRPNGYYCPG
ABV91326.1 RTVHKNCFSSSICKLGQIDVNIGHHSYIRGRVNCCEKEPCEDQPFPGLPLSRPNGYYCPG
E e i i i I i i i i i i g . B i i i i i :****** * Kk, *k * * ***:********
yCdcPLI AIGLFTKDSTEYEAICKGTETKCINIVGHRYEQFPGDISYNLKGCVSEBCPLLSLSNATFE
Q90358.1 AIGLFTEDSTEYEAICKGTETKCINIVGHRYEQFPGDISYNLKGCVSSCPLLSLSNATEFE
P60591.1 AIGLFTKDSTEYEAICKGTQTKCINIVGHRYEPFPGDISYNLKGCVSSCPLLSLSNATFE
P60592.1 ALGLFTEDSTEYEAICHGTETKCIDIVGHRYENFPGDITYNLKGCVSSCPLLSLSNATRE
ABV91326.1 ALGLFTEDSTEYEAICHGTETKCINIVGHRYENFPGDITYNLKGCVSECPLLSLSNATRE
*:**** : *********:** : * Kk * K : E i i *****:****************** . *
yCdcPLI ONRNYLEKVECKDAIRLASL
(Q90358.1 ONRNYLEKVECKDAIRLASL
P60591.1 ONRNYLEKVECKDAIRLASL AZUL= Sitio de Glicosilagdo Experimental
P60592.1 ONRNYLEKVECKDAIRLASL
ABV91326.1 ENRNYLOKVECKDAIRLASL = Sitio de Glicosilagao Predito

FhkrkFdkeoekhkhkFIrrhkkhkxk*k

Figura 6: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de inibidores do tipo y. O
alinhamento foi feito utilizando Web Tools BLASTp e Clustal W (MUSCLE). (*) indica
residuo de aminoédcido conservado; ( : ) indica que houve uma modificagdo de
aminoacido com mesmas caracteristicas; ( . ) indica modificagdo de aminoacido de
grupo diferente; Vermelho representa os residuos de aminodcidos diferentes nas
sequéncias alinhadas. YCdcPLI (Crotalus durissus collilineatus), Q90358.1 = CNF de
Crotalus durissus terrificus, P60591.1 = LNF 1 e P60592.1 = LNF 2 de Lachesis muta e
ABV91326.1 = yBjussMIP de Bothrops jararacussu.

4.2 Inibicao da liberacao de PGE2 por células murinas pela a¢do doyCdcPLI

O yCdcPLI inibiu a liberacdo de PGE2 nos sobrenadantes de células endoteliais
murinas (t-End) e macréfagos peritoneais murino (MPAC) tratadas com uma PLA,
pro-inflamatéria (BnSP-7). O tratamento das células com a PLA, BnSP-7 induziu a
liberagdo de PGE2 em células endoteliais t-End (Figura 7). Os niveis de PGE2 no
sobrenadante de células (MPAC) tratadas com BnSP7 extrapolaram o limite de

detec¢do (dados ndo mostrados). Interessantemente, a pré-incubacdo da PLA, com o
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inibidor YCdcPLI por 30 minutos reduziu a liberagdo de PGE2 em células t-End (Figura
7). Além disso, as células t-End quando tratadas apenas com o inibidor ndo induziram a

liberagdo de PGE2 no sobrenadante das células.
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BnSP-7
yCdePLI A

Controle - 4

1:0,5 (BnSP-7 : yCdcPLI)

Figura 7: Quantificacio de Prostaglandina E2 liberada por células endoteliais
murinas (t-End). Nivel de PGE2 no sobrenadante de células t-End. Controle negativo:
Meio de cultura RPMI; BnSP-7: Estimulo com a Fosfolipase A, pré inflamatéria
purificada da peconha de B. pauloensis; 1:0,5: Fosfolipase A, BnSP-7 pré-incubada por
30 minutos a 37°C com o inibidor YCdcPLI na propor¢do de 1:0,5 (Spg/mL de BnSP-7 :
2,5ug/mL do inibidor yCdcPLI; yCdcePLI: células tratadas apenas com o inibidor de
PLA, (2,5pg/mL). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas
independentes e apresentados como média + S.E.M; diferencas comparadas entre os
tratamentos e controle foram analisados por Unpaired t-test. Valores estatisticamente
significativos foram representados por ***p<0,001.

4.2.1 Reduc¢ao da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias em células
murinas (t-End, MPAC) pelo yCdcPLI

A PLA; BnSP-7 aumentou a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias no
sobrenadante de células murinas t-End e macrofagos para 2.250pg/mL (IL-6) e
270pg/mL (IL-1B) em relagdo ao controle negativo, respectivamente (Figura 8A). A

PLA, BnSP-7 também aumentou a liberagdo de TNF-a em (MPAC) apos 6h do
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estimulo para 1.500pg/mL (Figura 8B). Apds a pré-incubagdo da BnSP-7 com o
inibidor yCdcPLI na proporgao de 1:0,5 (S5pug/mL de BnSP-7 para 2,5ug/mL de inibidor)
observou-se uma redug¢do da liberagdo de IL-6 para 1.500pg/mL, IL-1p para 30pg/mL e
TNFa para 750pg/mL (Figura 8). As células tratadas apenas com o inibidor ndo foram

capazes de liberar citocinas pré-inflamatorias.
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Figura 8: Analise da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias em células t-End e
Macrofago Peritoneal de murinos (MPAC). A) Liberagdo de citocina IL-6 no
sobrenadante de células endoteliais de murinos (t-End); B) Liberacdo de citocina IL-13
e TNF-a em macrofagos peritoneais de murinos (MPAC); células estimuladas pela
PLA; pro-inflamatoria BnSP-7 (Spug/mL), como controle positivo; pré-incubagdo por 30
minutos. da BnSP-7 com inibidor yCdcPLI na razdo 1:0,5 (Sug/mL de BnSP-7 :
2,5ug/mL do inibidor yCdcPLI); controle negativo meio de cultura RPMI e grupo
tratado apenas com inibidor (2,5nug/mL). Todos os experimentos foram realizados em
triplicatas independentes e apresentados como média = S.E.M; diferengas comparada
entre os tratamentos e controle foram analisados por Unpaired t-test. Valores
estatisticamente significativos foram representados por **p<0,005.
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4.2.2 Inibicdo da formacio de edema em pata de camundongos estimulada
pela PLA; BnSP-7

A PLA; BnSP-7 induziu a formagao de edema em pata de camundongos apds 30
minutos de injecdo, tendo um pico de edema no tempo de 1 hora e reducdo completa
apods 24 horas do estimulo. A pré-incubacao da PLA, BnSP-7 com o inibidor yCdcPLI
na propor¢do de 1:0,5 (S5pg de BnSP-7: 2,5u1 de yCdcPLI - m/m) reduziu
significativamente a formacao de edema na pata de camundongos para 50% e 38% apds
1 e 3 horas, respectivamente. Além disso, o tratamento apenas com o inibidor nao

induziu formac¢ao de edema (Figura 9).
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Figura 9: Analise da formacao de edema em pata de camundongos e quantificacio
de Prostaglandina E2 no macerado de pata. A) Formacdo de edema em pata de
camundongos Balb-c induzido pela PLA,; BnSP-7. Controle negativo: PBS; Controle
positivo: BnSP-7 (5ug); Grupo Tratado: BnSP-7: yCdcPLI pré-incubado por 30min.
(5ng de BnSP-7 : 2,5ug de inibidor yCdcPLI); grupo tratado com 2,5ug yCdcPLI. B)
Quantificacdo de PGE2 no macerado de pata de camundongos Balb-c ap6s 1 hora da
inoculagdo de PLA, BnSP-7 (5pg), controle negativo (PBS), yCdcPLI (2,5ug) e pré-
incubacdo da BnSP-7 com inibidor na razao 1:0,5 (5ug de BnSP-7 : 2,5ug de inibidor
yCdcPLI - m/m). Todos os experimentos foram realizados em triplicatas independentes
e os valores apresentados como média £ S.E.M; diferencas comparada entre os
tratamentos e controle foram analisados por Unpaired t-test. Valores estatisticamente
significativos foram representados por ***p<0,001.
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4.3 Efeito antitumoral do inibidor de PLA, yCdcPLI
4.3.1 Citotoxicidade em células tumorais e nao tumoral

O efeito citotoxico do yCdcPLI foi testado sobre diferentes linhagens de células
tumorais e nado-tumorais. O inibidor a 50, 25, 12.5, 6,25, 3,125, 1,560, 0,78 ¢ 0,39
pg/mL reduziu a viabilidade destas células de forma dose-dependente apds 24 horas
(Figura 10). A Tabela 1 apresenta os valores de ICsy, a saber: células de cancer de
pulmao -A549 (41pg/ml), células de cancer de Cérvix-HeLa (38ug/ml), 30pg/ml para
PC3 (células de cancer de Prostata) e para as células de cancer de mama para MCF-7
(28ug/ml) e MDA-MB-231 (25ug/ml). Nao foi possivel determinar o ICsy para as
c¢lulas de mama nao tumorais (MCF 10A) uma vez que o YCdcPLI foi pouco citotoxico
para esse tipo celular (Figura 10). O inibidor foi significativamente mais citotdxico
para as células tumorais de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) quando comparado com
outras linhagens de células tumorais. Visto isso, a linhagem MDA-MB-231altamente
metastatica e agressiva foi escolhida para os proximos ensaios de efeito antitumoral e

antimetastatico do yCdcPLI.
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Figura 10: Citotoxicidade induzida pelo yCdcPLI em diferentes linhagens de
células tumorais humanas, avaliada pelo ensaio de MTT. As células A549 (células
de cancer de pulmao), HelLa (células de cancer de Cérvix), PC3 (células de cancer de
Prostata), MCF-7 e MDA-MB-231 (células de cancer de mama), e MCF 10A (célula de
mama nao-tumoral) foram tratadas com o inibidor yCdcPLI (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125;
1,560; 0,78 ou 0,39ug/mL) por 24 horas. Todos os dados sdo apresentamos como média
+ S.E.M e em triplicas independentes; diferencas entre os dois tipos celulares foram
analisados por ANOVA One-way e Unpaired t-test. Valores estatisticamente

significativos quando ***p<0,001.

Tabela 1: Valores de ICsy para diferentes linhagens de células tumorais

Linhagem Celular Val?lfg(/lﬁl i(;so : Estatistica (ICs,)"
MDA-MB-231 254172 | s
MCEF-7 28 +£4,1 Ns
PC3 30+ 0,56 -
Hela 38+34 *kk
A549 41+3,72 s

* Valor de ICs calculado por log(x) / Ns: Nio significativo
® Valores de ICsyp comparados com MDA-MB-231 (*** p <0.001)
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4.3.2 Apoptose em células tumorais de mama (MDA-MB-231)

O yCdcPLI induziu apoptose inicial de 47,1% e 34,1% e apoptose tardia de
15,7% e 25,9% apés o tratamento das células com 25ug/mL e 50ug/mL,
respectivamente (***p < 0.001 and **p < 0.005). Além disso, foram identificados
baixos valores de necrose das células quando tratadas com o yCdcPLI nestas mesmas

concentracoes (Figura 11).

62



Controle

yCdcPLI 25ug/mL

yCdcPLI 50pug/mL

5401 Q2 5Jo1 0z 5 a1 02
10" 3200 5,04 L PP 157 10" 3108 259
0104-” 010"_ 01041
= ] s T 3
3 3 3
2 3 H] s
g10 7 E103' E1031
ER 373 3 3
3, z 3,
802 4 510”7 g0 1
- - . E f -
o o o
101 3 101 3 101 E
jaa a3 ias dos
88,6 3,51 36,1 38,8 341
10° 10° 10° /
| 1 . | . rany g - Ty iy Y T T b |
4
100 101 102 103 10 105 10“ 101 102 103 104 105 100 101 102 103 104 105
Anexin V-FITC Anexin V-FITC Anexin V-FITC
60+ mm Apoptose Inicial

8

% da Populacio Celular
[\
o

(=]
1

kkk

3 Apoptose Tardia
m= Necrose

Wi ﬂjﬂ_

yCdcPL
25 pg/mL

Controle

yCdcPLI
50 pg/mL

Figura 11: Apoptose em células tumorais de mama (MDA-MB-231) apoés
tratamento com o inibidor yCdcPLI. A) Grafico representativo por Dotplot
demonstrando porcentagem de células em apoptose e necrose. B) Analise da apoptose
representada por diagrama de barras mostrando as porcentagens de células em apoptose
inicial, apoptose tardia e necrose. Todos os dados sdo apresentados como média +
S.EMM e foram feitos em triplicas independentes; diferengas comparada entre os
tratamentos e controle foram analisados por ANOVA One-way, Two-way e Unpaired t-
test. Valores estatisticamente significativos foram representados por ***p<0,001 e
**p<0,005.

63



4.3.3 Modulacao da expressao de genes e proteinas envolvidas na apoptose

O tratamento das células tumorais MDA-MB-231 com o inibidor (25ug/mL)
modulou a expressdo de diferentes genes da via de sinalizagdo intrinseca (BAD, BAX,
BCL2 e BCL2L1) e extrinseca da apoptose (TNF, TNFRS10B, TNFRSF1A e Caspase
8) (Figura 12A). Dois genes que codificam receptores de TNF (TNFRS10B e
TNFRSF1A) foram regulados positivamente, e todos os outros genes (pro e

antiapoptdtico) foram regulados negativamente (***p < 0.001).

O yCdcPLI também modulou a expressiao de outros genes relacionados a
apoptose. Os genes MDM?2 e BIRCS5 (Survivina) foram regulados negativamente em
contrapartida o gene TP53, responsavel por codificar o supressor tumoral p53, foi
regulado positivamente, tendo sua expressdo aumentada em aproximadamente 600
vezes em comparagdo com as células controle (***p < 0.001). Corroborando com os
resultados de expressdo génica, os niveis de p53 forforilado, ou seja em sua forma ativa
(p-p53), aumentaram nas células de cincer de mama MDA-MB-231 apos o tratamento
com o inibidor yCdcPLI (Figura 12B). Além disso, foi observado um aumento nos
niveis de ERK fosforilado em sua forma ativa (p-ERK) quando comparado com o grupo
sem tratamento com o inibidor. Este resultado sugere uma possivel agdao na via de
MAPK-ERK. Por fim, o inibidor ndo induziu um aumento na expressao das formas

ativas das caspases 3 e 7 (Figura 12B).
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Figura 12: Expressdo de genes e proteinas envolvidos na via de apoptose em células
de mama MDA-MB-231. A) Quantificacdo relativa da expressdo de genes envolvidos
com vias de apoptose celular (TP53, MDM?2, BIRCS5, BAD, BAX, BCL2, BCL2L1,
TNF, TNFRSF10B, TNFRSFI1A, CASP8) por PCR em tempo real apds 24 horas de
tratamento das células yCdcPLI (25pug/mL). B) Expressdo proteica de proteinas
relacionadas com inducao de apoptose celular por Western Blotting (p-p53, p53, Casp-
3, p-ERK, ERK e Casp-7 e a proteina constitutiva GAPDH) em células tumorais de
mama MDA-MB-231 tratadas por 24 horas com yCdcPLI (25pg/mL). Todos os
experimentos foram realizados em triplicatas independentes e analisados por ANOVA
One-way, Two-way e Unpaired t-test. Valores estatisticamente significativos foram
representados por ***p<0,001 e *p<0,05 quando comparados com o controle.
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4.4 Analise do efeito antimetastatico do Inibidor yCdcPLI

4.4.1 Inibi¢ao da adesao de células MDA-MB-231

O inibidor de PLA, reduziu a adesdo das células MDA-MB-231 em 60 e¢ 75%
nas concentracdes de 3,125 e 50ug/mL, respectivamente (Figura 13). Estes dados
demonstram a capacidade do inibidor yCdcPLI em interferir no processo de adesdo
celular in vitro quando avaliado em doses subtoxicas (comparado as condigdes testadas

nos ensaios de citotoxicidade).
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Figura 13: Efeito do yCdcPLI na adesao celular das células MDA-MB-231. Inibigado
da adesio de células MDA-MB-231 (3x10* células/pogo) induzida pelo inibidor de
PLA, yCdcPLI em diferentes concentragdes (50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 pg/mL). Todos
os experimentos foram realizados em triplicatas independentes.

4.4.2 Inibicao da migracio e invasiao celular
O resultado obtido pela técnica de Wound healing demonstra que o tratamento
com o inibidor na concentragdo de 25ug/mL reduziu a migragdo das células apds 24

horas, quando comparado com o grupo controle (Figura 14).
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yCdcPLI (25ugL) Cntole

Figura 14: Inibicdo da migracio celular pela técnica de Wound healing. Inibicao da
migracdo celular das células tumorais de mama MDA-MB-231 (4)(106 células/poco)
apods 24horas de tratamento com o inibidor yCdcPLI (25pg/mL). Todos os experimentos
foram realizados em triplicatas independentes.

Este efeito foi confirmado pelo ensaio de migragdo por Transwell apods o pré-
tratamento das células por 30 minutos com o inibidor (25pg/mL e 50ug/mL). O
yCdcPLI diminuiu a migracdo das células MDA-MB-231 através da membrana da
camara do transwell em aproximadamente 60% em ambas as concentragdes (Figura

15A e 15B).
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Figura 15: Inibicdo da migracio celular pela técnica de Transwell. A) Grafico em
barras do niimero de células MDA-MB-231 (1x10°célula/transwell) capazes de migrar
apods o tratamento com o inibidor yCdcPLI. B) Imagens representativas do ensaio de
migragao por Transwell. Controle positivo: meio suplementado com Soro Fetal Bovino
10%; Controle negativo: meio de cultura sem Soro Fetal Bovino; Tratamentos:
Inibidor yCdcPLI (25ug/mL e 50pg/mL). Todos os experimentos foram realizados em
triplicatas independentes e os valores apresentados como média + S.E.M; diferencas
comparadas entre os tratamentos e controle foram analisados por Unpaired t-test.
Valores estatisticamente significativos foram representados por ***p<0,001.
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O ensaio de invasdao em Matrigel demonstrou que o tratamento com o inibidor
(50png/mL) foi capaz de reduzir a habilidade de invasdo das células tumorais de mama
classificadas como altamente metastaticas (87% de inibi¢ao) quando comparado com as

células controles contendo meio suplementado com SFB 10% (Figura 16A e 16B).
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Figura 16: Inibicio da invasido celular pela técnica de Transwell. A) Gréfico
representativo do nimero de células MDA-MB-231 (1x10°célula/transwell) que
invadiram a camada de Matrigel apds o tratamento com o inibidor yCdcPLI. B)
Imagens representativas do ensaio de invasdo por Transwell. Controle positivo: meio
suplementado com Soro Fetal Bovino 10%; Controle negativo: meio de cultura sem
Soro Fetal Bovino; Tratamentos: Inibidor yCdcPLI (25pug/mL e 50pg/mL). Todos os
experimentos foram realizados em triplicatas independentes e os valores apresentados
como média £ S.E.M; diferencas comparada entre os tratamentos e controle foram
analisados por Unpaired t-test. Valores estatisticamente significativos foram
representados por ***p<0,001.
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4.4.3 Modulacdo da expressio de genes e proteinas envolvidos com o
processo de metastase tumoral

O yCdcPLI também foi capaz de modular a expressdo de importantes genes
relacionados com o processo de metéstase celular, como os genes MCAM, que codifica
a expressdo de moléculas de adesdo, como a glicoproteina MUC18; os genes ITGA2,
ITGA3, ITGA4, ITGAV, ITGBI, ITGB3, que respectivamente codificam a expressao
das integrinas 02, a3, a4, aV, Bl e B3; o gene FGF1, que codifica a expressdo do Fator
de Crescimento de Fibroblasto; e por fim o gene NFKBI, responsavel por codificar a
expressao da subunidade p105 do Fator Nuclear NF-kf3.

Corroborando com os resultados anteriores, a analise dos dados demonstraram
que o tratamento das células tumorais com o inibidor (25pug/mL) diminuiu a expressao
dos genes MCAM, FGF1 e NFKBI, importantes para a sobrevivéncia das células,
adesdo celular, progressao do tumor e metdstase. Ademais, o yCdcPLI regulou
negativamente a expressao dos genes envolvidos na codificacio da expressao de
integrinas 02, a3, aV, Bl e B3, na concentragdo de 25ug/mL (Figura 17A). Porém nao
foi capaz de reduzir a expressdo das integrinas o2, aVPB3, a5 e Pl presentes na

superficie da célula (Figura 17B) quando comparado com o controle.
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Figura 17: Modulac¢ido da expressdo de genes e proteinas envolvidas com metastase
celular. A) Quantificacdo relativa da expressdao de genes em células MDA-MB-231
tratadas com o inibidor yCdcPLI (25pg/mL). B) Expressdo e reconhecimento de
integrinas na superficie das células tumorais MDA-MB-231 apods o tratamento com o
inibidor YCdcPLI na concentragdo de 50pg/mL por 1 hora, analisados pelo software
FlowJo BD Accuri C6. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas
independentes e os valores apresentados como média = S.E.M; diferencas comparada
entre os tratamentos e controle foram analisados por Unpaired t-test. Valores
estatisticamente significativos foram representados por ***p<0,001.
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4.5 Analise do efeito antiangiogénico do inibidor yCdcPLI em células endoteliais

humana (HUVEC)

4.5.1 Citotoxicidade em células HUVEC

O inibidor yCdcPLI (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 ¢ 1,560ug/mL) induziu uma baixa
citotoxicidade sobre células HUVECs quando comparado com o controle. Em sua maior
concentragdo (50pug/mL), o inibidor induziu apenas 40% de citotoxicidade, ndo sendo

possivel a determinagdo do ICsy para as células HUVECs nestas concentragdes

utilizadas (Figura 18).
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Figura 18: Citotoxicidade em células endoteliais humanas (HUVEC). Porcentagem
de citotoxicidade em células HUVECs (3x10* células/pogo) induzida pelo tratamento
com o inibidor YCdcPLI em diferentes concentragdes (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 ¢ 1,560
pg/mL) apds 24 horas. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas

independentes.
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4.5.2 Inibicao da adesao e migracio de células HUVEC

O inibidor reduziu a capacidade das células HUVEC em aderir aos diferentes
componentes da matriz extracelular. O yCdcPLI (50pugmL) foi capaz de inibir a adesdo
das células HUVEC aos componentes matrigel, coldgeno e fibronectina 34%, 20% e
23% , respectivamente (Figura 19A). Tais resultados demonstram que o pré-tratamento
com inibidor foi mais eficaz em inibir a adesdo das células HUVEC em matrigel quando
comparado com as outras proteinas de matriz extracelular.

A andlise dos resultados de migragdo por Transwell demonstrou que o pré-
tratamento das células HUVECs com o inibidor (25pug/mL e 50pg/mL) reduziu 34% e
45%, respectivamente a capacidade das células endoteliais em migrar através da

membrana do Transwell (***p < 0,001) (Figura 19B e 19C).
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Figura 19: Inibicdo da adesio e migracdo de células endoteliais humanas
(HUVEQC) pela técnica de Transwell. A) Inibicdo da adesdo celular a componentes da
matriz extracelular (Fibronectina, Colageno e Matrigel) ap6s o pré-tratamento das
células (3x10*célula/pogco) com o yCdePLI (50; 25; 10; 5 e 2,5 pg/mL). B)
Representagao grafica do nimero de células que migraram apos o pré-tratamento com o
inibidor yCdcPLI (25pug/mL e 50pug/mL) por 30 minutos. C) Imagens representativas da
migragdo das células HUVEC (1x10°célula/transwell) pela técnica de Transwell. Todos
os experimentos foram realizados em triplicatas independentes e os valores
apresentados como média + S.E.M; diferencas comparada entre os tratamentos e
controle foram analisados por Unpaired t-test € comparacdo entre os diferentes
substratos feito com ANOVA One-way e Two-way. Valores estatisticamente
significativos foram representados por **p<0,005 e ***p<0,001.
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4.5.3 Modulacido da expressio de genes e proteinas envolvidas na
angiogénese

O yCdcPLI (25pg/mL) inibiu a expressdo génica dos fatores de crescimento
(VEGFA e VEGFB) e das integrinas ITGA2 (02), ITGA3 (a3), ITGA4 (04), ITGBI
(B1), ITGB3 (B3) e ITGBV (BV) nas HUVECs (Figura 20A). Além disso apoés
tratamento com o yCdcPLI (50pg/mL) foi observado uma menor expressdo das
integrinas a2 e a5 na superficie das células sugerindo um possivel reconhecimento
dessas moléculas pelo inibidor. Entretanto, o pré-tratamento das HUVECs com o
inibidor yCdcPLI nesta mesma concentracdo nao alterou a expressdo das integrinas

aVP3 e B3 na superficie celular (Figura 20B e 20C).
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Figura 20: Analise da expressao de genes e proteinas envolvidos na angiogénese. A)
Quantificacdo relativa da expressdo de genes em células HUVEC 1x10° células/pogo
(VEGFA, VEGFB, ITGA2, TIGA3, ITGA4, ITGBI, ITGB3 ¢ ITGBV) tratadas com o
inibidor yCdcPLI (25pug/mL) por 1 hora. B) Representagdo grafica da intensidade da
mediana de fluorescéncia das integrinas marcadas na superficie de células HUVEC
tratadas com 7yCdcPLI (50pg/mL) ou sem tratamento (controle). C) Grafico
representativo da contagem de células marcadas com as integrinas o2, aV3, a5 e Bl,
analisados pelo software FlowJo BD Accuri C6. Todos os experimentos foram
realizados em triplicatas independentes e os valores apresentados como média + S.E.M;
diferencas comparada entre os tratamentos e controle foram analisados por Unpaired t-
test. Valores estatisticamente significativos foram representados por **p<0,005 e
*#%p<0,001.
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4.5.4 Inibicdo da formacdo de vasos in vitro e dosagem de fator de
crescimento endotelial (VEGF)

O tratamento com o yCdcPLI reduziu significativamente a formacao de vasos
induzido por bFGF. No ensaio in vitro foram quantificados 220 vasos no grupo
controle, 105 vasos no grupo tratado com o inibidor (25pug/mL) e 5 vasos apds
tratamento com 50ug/mL (***p<0,001) (Figura 21A e 21B). Nesse ensaio também
houve reducao do nivel de VEGF presente no sobrenadante dos grupos tratados com o
inibidor. Foram quantificados 720pg/mL de VEGF no sobrenadante de células ndo
tratadas (controle) e 160 pg/mL e 10pg/mL de VEGF no sobrenadante de células
tratadas com yCdcPLI (25ug/mL e 50pg/mL respectivamente) (***p<0,001) (Figura

210).
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Figura 21: Inibicao da formacao de vasos in vitro por células endoteliais humanas
(HUVECQ). A) Imagens representativas da formag¢ao de vasos por células HUVECs apods
pré-tratamento por 30 minutos com o inibidor (25pug/mL e 50ug/mL). B) Representacao
grafica da quantificacdo do numero de vasos formados pelas células HUVEC apoés 18
horas. C) Quantificagdo do nivel de VEGF liberado no sobrenadante das células apds a
formagdo de vasos. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas
independentes e os valores apresentados como média = S.E.M; diferengas comparada
entre os tratamentos e controle foram analisados por Unpaired t-test. Valores
estatisticamente significativos foram representados por **p<0,005 e ***p<0,001.
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4.5.5 Avaliacao da formacao de vasos em modelo ex vivo
O efeito antiangiogénico do yCdcPLI foi confirmado pela reducdo da
quantidade de brotamento celular formado a partir dos fragmentos de aorta nos grupos

tratados com yCdcPLI (25pg/mL e 50ug/mL) no ensaio ex vivo (Figura 22).

Controle yCdcePLI (25pg/mL) yCdcPLI (50pg/mL)

Figura 22: Inibicao da angiogénese pelo modelo ex vivo (dortic ring assay). Imagens
representativas de brotamentos celulares (indicado pela seta) a partir de fragmento de
aorta retirado de camundongos em modelo ex vivo apés 7 dias de tratamento com
inibidor yCdcPLI (25pg/mL e 50ug/mL). Este experimento foi realizado em duplicatas

independentes.

4.6 Efeito do inibidor yCdcPLI na via sinalizaciao de fosfolipase A; (PLA;)

4.6.1 Reduciao dos niveis de prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno B4
(LKB4) em células tumorais MDA-MB-231 tratadas com yCdcPLI

Os resultados demonstram que os niveis de PGE2 quantificados no
sobrenadante das células tumorais sem tratamento (controle) foram de
aproximadamente de 9.556,20pg/mL, enquanto que nas cé¢lulas tratadas com o inibidor
(25pg/mL) os niveis de PGE2 reduziram para 3.125.24pg/mL (***p<0,001) (Figura
23). Assim, o YCdcLPI inibiu a liberagdo de prostaglandina E2 no sobrenadante das
células em aproximadamente 67%. Os dados obtidos demonstram que o tratamento com

0 yCdcPLI nio alterou a liberacao de Leucotrieno B4 neste tipo celular.
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Figura 23: Quantificacdo dos niveis de Prostandides liberados pelas células MDA -
MB-231. Graficos representativos da quantidade de Leucotrieno B4 e Prostaglandina
E2 liberados nos sobrenadantes das células MDA-MB-231 (4x10° células/pogo) apds o
tratamento com o inibidor yCdcLPI (25pg/mL). Todos os experimentos foram
realizados em triplicatas independentes e os valores apresentados como média = S.E.M;
diferengas comparada entre os tratamentos e controle foram analisados por Unpaired t-
test. Valores estatisticamente significativos foram representados por ***p<0,001.

4.6.2 Modulagio da expressio génica e proteica de componentes da via da
PI3K/AKT em células tumorais MDA-MB-231

O inibidor (25pg/mL) regulou negativamente a expressdo de genes que
codificam proteinas envolvidas com a via do PI3K/AKT, como AKTI, AKT3 e
PI3KR1 (Figura 24A). Corroborando com esses resultados, demonstramos que o
tratamento com o yCdcPLI reduziu os niveis da forma fosforilada ativa da proteina

AKT (p-AKT) nas células MDA-MB-231 (Figura 24B).
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Figura 24: Expressiao de genes e proteinas envolvidos na via PI3K/AKT em células
MDA-MB-231. A) Quantificagdo relativa da expressdo de genes envolvidos com vias
de sobrevivéncia celular (AKT1, AKT3 e PIK3R1) realizada por PCR em tempo real
apods 24 horas de tratamento das células com yCdcPLI (25pg/mL). B) Expressao
proteica de proteinas relacionadas com vias de apoptose celular realizada por Western
Blotting (p-AKT, AKT e a proteina constitutiva HPRT e GAPDH) em células MDA -
MB-231 tratadas com yCdcPLI (25pug/mL) apds 24 horas. Todos os experimentos foram
realizados em triplicatas independentes e as diferencas comparadas entre os tratamentos
e controle foram analisados por ANOV A One-way, Two-way e Unpaired t-test. Valores
estatisticamente significativos foram representados por ***p<0,001 e *p<0,05.
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5.0 Discussao

O envolvimento de PLA;s como mediadores carcinogénicos em diferentes tipos
de cancer (Cummings, 2007; Mannello et al., 2008; Hernandez et al., 2010) abre
perspectivas para a busca de moléculas capazes de reconhecer e inibir a agdo de PLA,
em células tumorais e o0 uso destas em terapias antitumorais (Donnini et al., 2011; Li et
al., 2013). Neste presente trabalho, demonstramos o efeito antitumoral, antimetastatico
em células de tumor mamadrio altamente metastatico (MDA-MB-231) e antiangiogénico
e células endoteliais humanas (HUVEC), de um inibidor de PLA; purificado do soro de
Crotalus durissus collilineatus (C. d. collilineatus), utilizando ensaios in vitro e ex vivo.

O inibidor de PLA; (yCdcPLI) ¢ uma glicoproteina acida com massa molecular
de 22.344 kDa para cada mondmero. A estrutura secundaria é composta por 22% de
alfa-hélices e 29% de folhas-beta. Este ¢ capaz de formar oligdmeros de acordo com o
aumento da temperatura (Gimenes et al., 2014). Sua estrutura primaria foi
completamente sequenciada revelando os sitios de glicosilagdo predito N-Glicosilado
(ligado ao residuo de Asparagina) e experimental O-Glicosilado (ligado ao residuo de
Serina). O sitio de N-glicosilagdo conservado nos diferentes inibidores de PLA; (Ans-
Xaa-Ser/Thr) foi encontrado na posi¢ao 156 — 158 da sequencia primaria do yCdcPLI
(Fortes-Dias, 1991; Okumura et al., 1998; Thwin et al., 2002; Estevao-Costa et al.,
2008; Shirai et al., 2009).

O alinhamento do YCdcPLI com outros inibidores da mesma classe demonstrou
alta homologia com outors inibidores da classe y, sendo encontradas apenas algumas
modifica¢des pontuais de residuos de aminoacidos. Apesar da distancia evolutiva entre
as diferentes espécies de serpentes, mesmo entre diferentes géneros, como Crotalus,
Lachesis e Bothrops, os inibidores da classe y possuem uma alta similaridade, a qual

pode ser atribuida a um fator de convergéncia evolutiva (Estevao-Costa, 2008).
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Como foi demonstrado em estudos anteriores o inibidreconhecer e inibir a
atividade enzimatica e miotdxica de PLA,; isoladas de peconha de serpente (Gimenes et
al., 2014). Porém, at¢ o momento ndo foi demonstrado sua capacidade em inibir a
atividade inflamatéria desencadeada por PLA; de pegonha de serpentes. Dessa forma, o
presente estudo avaliou a capacidade do yCdcPLI em inibir o efeito pré-inflamatorio
induzido pela PLA, basica BnSP-7 obtida a partir da pegonha de Bothrops pauloensis
(Soares et al., 2000; Oliveira et al., 2009).

A PLA, BnSP-7 foi utilizada por demonstrar homologia com sPLA; humana
(Figura 25). Os efeitos in vitro e in vivo observados apos a inibi¢do da BnSP-7, como
reducdo da liberagdo de PGE2, diminuicdo de citocinas pro-inflamatéria e redugdo do
edema em pata de camundongos, podem sugerir possiveis alvos em células tumorais
humanas que aumentam a expressdo de PLA, secretdrias. Estes dados preliminares
quanto a capacidade anti-inflamatéria do inibidor yCdcPLI corroboram para que os
efeitos observados em células tumorais se deve a sua capacidade de diminuir o potencial

pro-inflamatorio de sPLA;s altamente expressas nas células MDA-MB-231.

sPLA2 Humana
BnSP-7

sPLA2 Humana

MKTLLLLAVIMIFGLLQAHGNLVNFHRMIKLTTGKEAALSYGFYGCHCGVGGRGSPKDAT
———————————————————— SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGQPKDAT

* .. * x kKK . Kk Ak k kkhkkekkk KAkhkk khkkkKk

DRCCVTHBCCYKRLEKRGCGTKFLSYKESNSGSRITCAKQDSCRSQLCECDKAAATCEFAR

BnSP-7 DRCCYVHKCCYKKLT--GCDPKKDRYSYSWKDT-IVCGENNPCLKELCECDKAVATCLRE
* Kk kK .*.****_* **..* *.:*_._: *_*_:::_* .:*******_* *:

sPLA2 Humana NKTTYNKKYQYYSNKHCRGSTPRC

BnSP-7 NLGTYNKKYRYHLKPFCKKADP-C

* KAk Akk Kk Koo . * . *x K%

Figura 25: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de um PLA, secretéria
humana com a PLA, BnSP-7. Destaque em verde para o residuo na posi¢ao 49. As
sequéncias foram obtidas no PDB Data e o alinhamento realizado com a Web Tools
ClustalW (MUSCLE). (*) indica residuo de aminoacido conservado; ( : ) indica que
houve uma modificagdo de aminoacido com mesmas caracteristicas; ( . ) indica
modificacdo de aminoacido de grupo diferente.
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Apesar destes resultados preliminares, o real mecanismo de acdo do yCdcPLI
sobre as cé¢lulas MDA-MB-231 ainda ndo foi explorado, porém este poderia reconhecer
PLA; secretorias (SPLA;) e / ou PLA, citosdlicas (cPLA;), suprimindo a capacidade
destas enzimas em liberar mediadores lipidicos e moléculas pro-inflamatorias,
responsaveis por ativar vias de proliferagdo e sobrevivéncia (Cummings, 2007;
Vasilakaki et al., 2016).

Thwin e colaboradores (2002) demonstraram que um inibidor de PLA,
purificado a partir do soro da serpente Python sebae, denominado como PIP, foi capaz
de reconhecer e diminuir a capacidade inflamatoria de diferentes PLA, obtidas a partir
da peconha de serpentes, da classe I, II e III. Além disso, neste trabalho foi descrito a
provavel regido localizada no inibidor PIP responsavel pelo reconhecimento e inibi¢ao
da atividade inflamatéria da PLA, (Thwin et al., 2000; Thwin et al., 2002). Esta regido
também foi identificada no inibidor yCdcPLI compreendida pelo fragmento
“PGEPLSKPNG”, fato este que reforca a capacidade do inibidor em diminuir o

ambiente pré-inflamatorio induzido por PLAjs.

O potencial antitumoral do yYCdcPLI foi inicialmente demonstrado em diferentes
linhagens de cancer. O yCdcPLI apresenta uma maior capacidade citotoxica contra
células tumorais de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) em comparacdo com as demais
linhagens de células tumorais avaliadas (HeLa, A549 e PC3). Além disso, quando
testado em células de mama ndo tumorais (MCF 10A), esta citotoxicidade foi menor
sugerindo uma preferéncia por alvos nas células tumorais, uma vez que estas sao
conhecidas por expressar mais PLA, (possivel alvo celular do inibidor yCdcPLI), em
comparacdo com as células ndo tumorais (Brglez, Pucer, et al., 2014). Esta

caracteristica ¢ importante para o aspecto do desenvolvimento de novos modelos de
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drogas para a terapia do cancer, em especial do cancer triplo negativo e altamente
metastatico por ser resistente aos tratamentos convencionais utilizados, caracteristica
principal das células MDA-MB-231 (Phadke et al., 2008; Wlodkowic et al., 2011).

O efeito citotoxico sobre células MDA-MB-231 pode ser relacionado a indugao
de apoptopse observada apos o tratamento com o YCdcPLI. A via intrinseca da apoptose
¢ mediada por mecanismos mitocondriais, sendo reguladas por fatores antiapoptoticas
(Bcl-2, Bel-xL, Bcl-W e Mcl-1) e fatores pré-apoptéticos (Bax, Bak, Bad, Bid, Bmf,
dentre outros) (Elmore, 2007). O yCdcPLI induziu uma regulacdo negativa da
expressao de genes antiapoptdticos associados com a via intrinseca da apoptose, como o
Bcl-2 e 0 BCL2LI. Porém, o tratamento com o yCdcPLI também diminuiu a expressao
de genes relacionados com a expressao de fatores pro-apoptoticos, como BAD e BAX.
Além disso, o tratamento ndo foi capaz de ativar e modular a expressdo proteica das
Caspases 3 e 7, analisada por Western blotting. Estas duas caspases sdo importantes
enzimas para a fase de execucdo da via de apoptose, no qual as vias intrinsecas e
extrinsecas terminam (Slee et al., 2001).

A via extrinseca da apoptose por outro lado, tem sido correlacionada com alguns
membros da familia de receptores transmembranicos de fatores necroticos, como 0s
receptores FasL/Faz, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L./DR4 e Apo2L/DRS, sendo
que seus respectivos ligantes desencadeiam cascatas de sinalizagdo intracelular
(Locksley et al., 2001). Estes sinais intracelulares atuam diretamente na mitocondria,
causando danos na membrana mitocondrial e consequentemente sua perda do potencial
de membrana, liberando assim proteinas pro-apoptoticas no citoplasma celular (Saelens
et al., 2004; Elmore, 2007). Interessantemente, o inibidor yCdcPLI foi capaz de
aumentar a expressao dos genes responsaveis pela codificacdo de receptores de TNF-a,

como os genes TNFRS10B e TNFRSFIA. Apesar deste aumento na expressao destes
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receptores, o tratamento reduziu a expressdo do gene que codifica o TNF e Caspase 8.
Embora alguns resultados obtidos neste trabalho demonstrem que o YCdcPLI induziu a
modulacdo de alguns genes que dificultam a inducdo da apoptose celular, a principal
resposta ao estimulo sobre as células MDA-MB-231 apos o tratamento com o inibidor
foi a regulagdo positiva de genes pro-apoptoticos, que corroboram com as observacdes
encontradas sobre a morte celular realizadas com os nossos testes com Anexina V.

Na literatura apenas um trabalho demonstrou o efeito antitumoral de inibidor do
tipo y de PLA,; purificado a partir do soro de serpentes. O yPLI isolado do soro de Pyton
sebae demonstrou um efeito citotdxico, antiproliferativo e apoptdtico em diferentes
linhagens de células tumorais, incluindo células de cancer de mama (Donnini et al.,
2011).

Além das vias intrinsecas e extrinsecas da apoptose foram investigados também
a modulagdo de outros fatores, conhecidos como mediadores do processo de apoptose
celular, como por exemplo as vias da MAPK-ERK e a via do p53 . A expressdo da
proteina p53 (supressor tumoral) estd relacionada com a ativagdo da expressdo de genes
pro-apoptoticos (Baker et al., 1989; Finlay ef al., 1989; Baker et al., 1990), prevenindo
assim o estabelecimento e progressdao do estado oncologico (Bourdon ef al., 2002). A
perda da funcdo da proteina p53 promove defeitos no mecanismo natural de morte
celular, principalmente durante o processo de checkpoint do ciclo celular, além de
promover imortalizagdo, proliferagdo e sobrevivéncia das células tumorais (Hussain e
Harris, 1998; Hollstein et al., 1999). yCdcPLI induziu um aumento de 600 vezes a
expressao do gene TP53 em comparagdo com as cé€lulas controle. Esta modulacdo da
expressao génica foi comprovada pela forforilagdo da proteina p53 em sua forma ativa
(p-p53). O flavonoide Thymoquinone, obtido a partir do 6leo das sementes de Nigella

sativa também induz apoptose a partir da modulacao da expressao de p53 (Majdalawieh
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et al., 2017). Outro exemplo de molécula com esta caracteristica de ativar apoptose em
células tumorais ¢ a BDMC-A, um andlogo da Curcumina, obtido do rizoma de
Curcuma longa (E1-Mahdy et al., 2005; Mohankumar et al., 2014; Tuorkey, 2014).

Outro importante gene analisado e que também esta envolvido com a apoptose
pela via de sinalizagdo do p53 é o BIRCS, também conhecido como Survivina. Esta
proteina ¢ descrita como um membro da familia de proteinas inibidoras da apoptose
(IAP) (Ambrosini et al., 1997). A expressdo elevada de BIRCS em células do cancer de
mama, como MCF-7 e MDA-MB-231, aumenta diretamente os niveis de MDM2, e em
decorréncia deste aumento a expressdo de p53 diminui, inibindo assim o efeito
apoptdtico induzido pela via do p53 (Gottlieb et al., 2002; Wang et al., 2004). A
proteina MDM2 por sua vez tem sua expressao aumentada em diversas linhagens de
células tumorais, sendo esta responsavel por ligar na proteina p53 e direciona-la para
vias de degradagdo lisossomal, garantindo assim que as células tumorais escapem da via
apoptotica regulada por p53 (Oliner et al, 1992). Com base nesses dados, foi
demonstrado que o inibidor yCdcPLI induziu uma regulagdo negativa da expressao de
MDM2 e BIRCS5 em células MDA-MB-231 ap6s o tratamento de 24 horas. Estes
resultados podem corroborar com os dados observados no aumento da expressao e da
presenga da proteina p53 ativa nas células tumorais testadas, confirmando o efeito
apoptotico induzido pelo inibidor neste tipo celular.

O inibidor yCdcPLI aumentou a ativacdo da proteina ERK em sua forma
forforilada, ou seja, ativa (p-ERK) em células MDA-MB-231 apds o tratamento. A via
MAPK-ERK ¢ uma importante via de proliferacdo celular, porém quando ocorre
estresse celular esta mesma via pode ser ativada e induzir a célula a um estado
apoptotico (Dhillon et al., 2007). Com base nos resultados anteriormente discutidos

com o tratamento das células com o inibidor de PLA, yCdcPLI, esta via pode ter sido
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ativada e contribuido para potencializar a indu¢do do efeito apoptotico nas células do
cancer de mama.

Além da resisténcia a morte celular sdo descritos seis importantes eventos
moleculares envolviodos na carcinogénese, como ativacao de vias proliferativas, evasao
de supressores de crescimento, imortalidade, ativacdo de processos de invasdo,
metastase e angiogénese (Hanahan e Weinberg, 2011). O processo metastatico de
células tumorais ¢ considerado o evento de maior importancia € um dos responsaveis
pelo aumento da malignidade do cancer. Este processo depende da capacidade dessas
células em aderir, migrar e invadir outros tecidos (Hunter et al., 2008). Neste contexto,
foi demonstrado a capacidade do inibidor yCdcPLI em diminuir a adesdo, migragdo e
invasdo das células MDA-MB-231 em modelos in vitro. Além da evidéncia de que o
tratamento das células com o inibidor seria capaz de diminuir a regulacdo de genes
relacionados com a expressdo de moléculas pro-metastaticas, como integrinas (a2, o3,
aV, B1 e B3), fatores de crescimento (FEF-1) e moléculas de adesao (MCAM).

As integrinas sdo compostas estruturalmente por duas subunidades, o e 3, que
formam 24 heterodimeros, sendo capazes de mediar a adesao celular e a interagao célula
com proteinas da matriz extracelular (Hynes, 2002; Xiong et al., 2013). No processo de
progressao tumoral, as integrinas e outras moléculas de adesdo, bem como fatores de
crescimento sdo importantes para o controle da sobrevivéncia, diferenciacdo e
proliferacdao celular (Chow et al., 1998; Ornitz e Itoh, 2001; Guo e Giancotti, 2004;
Slattery et al., 2013). De acordo com os resultados obtidos com o tratamento das células
MDA-MB-231 com o inibidor, o gene que codifica a integrina B3 foi o gene que sofreu
maior regulacdo negativa. A integrina B3 € responsavel por reconhecer e ligar-se a

algumas proteinas da matriz extracelular, como fibronectina, laminina e vitronectina,
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tendo papel importante na adesdo e migragdo celular (Ornitz e Itoh, 2001; Guo e
Giancotti, 2004).

O fator de crescimento de Fibroblasto (FGF) ¢ outro importante regulador no
processo de crescimento, diferenciacdo e angiogénese em células tumorais (Slattery et
al., 2013). O FGF liga-se em seu receptor ¢ desencadeia a ativacdo de cascatas de
sinalizagdo intracelular, principalmente a via Ras/MAPK, além de sinalizar a ativacdo
da progressao tumoral (Grose e Dickson, 2005; Presta et al., 2005). Neste mesmo
sentido, a molécula de adesio MCAM ¢ uma glicoproteina de membrana calcio-
independente que contem diversos motivos conservados responsaveis por reconhecer
proteinas do tipo quinases. Este reconhecimento sugere que a molécula MCAM
participa de diferentes vias de sinalizacdo celular. Sendo que alguns estudos
demonstraram que sua expressao quando exacerbada em diferentes linhagens de células
tumorais esta associada com os processos de progressdo e metastase, em especial no
cancer de mama, pulmdes e prostata (Anfosso et al., 2001; Zabouo et al., 2009). O
inibidor yCdcPLI diminuiu a capacidade destas células em aderir, migrar e invadir, por
modular a expressao de genes envolvidos no mecanismo de metéstase celular.

A angiogénese ¢ um dos processos importantes para o favorecimento da
metastase € do remodelamento tumoral (Folkman, 2002; Nishida et al., 2006). O
processo de angiogénese ¢ definido como a formagao de novos vasos endoteliais a partir
de vasos sanguineos pré-existentes (Folkman e Shing, 1992; Folkman e D'amore, 1996).
Neste contexto, quando as células recebem estimulos pro-angiogénicos, o endotélio
celular atua para estabelecer a migragdo, proliferacdo, aderéncia e alinhamento celular
para permitir a formacdo de novos vasos sanguineos (Hirschi e D'amore, 1996;
Bischoff, 1997). A angiogénese tumoral ¢ importante para o estabelecimento de um

ambiente favoravel ao crescimento do tumor, uma vez que estes novos vasos garantem o
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abastecimento com nutrientes e oxigénio para o metabolismo celular e invasdo em
tecidos adjacente com tropismo as células tumorais (Folkman, 1995; Hirschi e D'amore,
1996; Bischoft, 1997).

As células endoteliais humanas (HUVEC) quando tratadas com o inibidor
vCdcPLI na concentragdo de 5S0ug/mL, diminuiram a capacidade de aderir em proteinas
da matriz extracelular e migrarem. Além disso, o tratamento com o inibidor modulou
negativamente a expressao gé€nica de proteinas pro-angiogé€nicas, como as integrinas 02,
a3, a4, aV, Bl e B3. A fim de corroborar com estes resultados da expressdao génica, a
analise pelo ensaio de Citometria de fluxo com as integrinas marcadas, demonstrou que
o tratamento com o inibidor na concentracdo de 50ug/mL diminuiu a expressdo das
integrinas a2 e oS5 presente na membrana das células HUVECs. Estes dados sugerem
que o inibidor possa reconhecer e se ligar a estas moléculas, justificando assim a
diminuicao da capacidade destas em aderir as proteinas da matriz extracelular.

As integrinas a2 e a5 presentes na membrana celular sdo receptores para ligagao
das células ao coldgeno e a fibronectina, proteinas presentes na matriz extracelular
(Sisci et al., 2010). Até o presente momento, ndo ha relatos na literatura que
demonstrem a capacidade de inibidores de PLA; do tipo y obtidos a partir do
soro/plasma de serpentes em reconhecer especificamente integrinas e se ligar a elas.
Porém, ha relatos de algumas proteinas de serpente com esta caracteristica de se ligar a
integrinas ¢ modular efeitos anti-angiogénicos, como por exemplo, desintegrinas, as
Lectinas tipo-C e algumas Fosfolipases A, (Bazaa et al., 2010; Jebali et al., 2014;
Montassar et al., 2016). Interessantemente, os resultados de adesdo celular apos o
tratamento das células HUVEC com o inibidor yCdcPLI demonstraram que os melhores
valores de inibicdo da adesdo celular foi para o substrato Matrigel e fibronectina,

substratos aos quais as integrinas a2 e a5 sdo responsaveis pelo reconhecimento e
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ligagdo. Os resultados, de modulacdo da expressdao génica, a analise proteica por
Citometria de fluxo e a inibi¢do da adesdo em diferentes substratos quando analisados
em conjunto sugerem entdo que o inibidor foi capaz de reduzir a capacidade de
formagao de novos vasos das células HUVEC, que seria investigado pelos testes in vitro
€ ex vivo.

Dessa forma, foi analisada a capacidade do inibidor em reduzir a formacao de
vasos induzidos por bFGF (fator de crescimento) em células HUVEC, realizado por
testes in vitro, nas concentragdes de 25 e 50ug/mL. De posse dos resultados, foi
demonstrado que o yYCdcPLI foi capaz de inibir a formagdo de tubos em células
HUVECs, sendo que uma possivel justificativa para esse efeito, além da capacidade ja
demonstrada em diminuir adesdo e migracdo em células endoteliais, seria a reducao do
nivel de VEGF produzido pelas células apds o pré tratamento, sugerindo entdo um
possivel mecanismo pelo qual o yCdcPLI atuaria. Vale destacar que o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) € um dos principais fatores pro-angiogénico,
sendo este altamente expresso em 60% dos pacientes diagnosticados com cancer de
mama (Relf et al, 1997). O VEGF ¢ responsavel por estimular a proliferacdo e
migracao de cé€lulas endoteliais durante o processo de angiogénese tumoral,
favorecendo assim um ambiente com condi¢des favoraveis para a formagdo de novos
vasos e progressao tumoral (Fitzpatrick ef al., 2003; Loureiro e D'amore, 2005).

A fim de corroborar ¢ reforcar os achados de inibi¢ao da formacao de vasos em
testes in vitro foram feitos testes em modelo ex vivo para avaliar a formagdo de
brotamentos de cé€lulas endoteliais a partir de um vaso pré existente, utilizado neste caso
fragmentos de aorta renal de camundongos Balb-c. Os resultados comprovaram que o
inibidor yCdcPLI diminuiu a capacidade dos vasos pré-existente em formar novos

brotamentos no periodo de 7 dias. Sdo encontrados na literatura alguns trabalhos que
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identificaram por meio de ensaios de imunofluorescéncia neste modelo de aorta ex vivo,
a presenca de células endoteliais e células de suporte, denominadas pericitos, além de
demonstrar diferentes aspectos celular e molecular da angiogénese por meio desta
técnica (Relf et al., 1997; Fitzpatrick et al., 2003; Sisci et al., 2010). Dessa forma, de
acordo com os resultados demonstrados na literatura, o ensaio de aortic ring poderia ser
um referencial para a confirmagao do potencial antiangiogénico do inibidor yCdcPLI.

Abu, et al., 2016 demonstraram o efeito antitumoral, antimetastatico ¢
antiangiogénico de um composto flavonoide denominado Flavokawain B, encontrado
na planta Piper methysticu, pertencente a familia das Piperaceae, popularmente
conhecida como Kava-kava (Abu et al., 2016). Neste trabalho foi demonstrado que a
Flavokawain B, além do efeito antitumoral em células de cancer de mama MCF-7 e
MDA-MB-231, foi capaz de regular o processo de angiogénese assim como o yCdcPLI,
diminuindo a formagdo de vasos em modelos in vitro utilizando células HUVEC, e
também em modelo ex vivo pelo ensaio de anel adrtico (Sheng ef al., 2001; Kamal ef al.,
2016).

A via do PI3K/AKT tem papel fundamental na proliferacdao, sobrevivéncia,
angiogénese e progressdo tumoral, principalmente no cancer de mama (Dillon ef al,
2007). O bloqueio de qualquer mediador relacionado com o metabolismo dos Acidos
Araquidonicos (AA), pecas chaves para a ativagao desta via, seria um potencial modelo
para inibir também a progressdo do cancer de mama. Assim, investigamos se os efeitos
desencadeados pelo yCdcPLI demonstrados em células do cancer de mama MDA-MB-
231, poderiam ser relacionados com a acdo na via do PI3K/AKT, que ¢ descrita por ter
participacao de Fosfolipases A, em sua ativagdo a partir do seus produtos de reacao,
como os eicosanoides Leucotrieno B4 e Prostaglandina E2 (Toulany e Rodemann,

2015; Majumder et al., 2016).
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O inibidor de PLA, yCdcPLI foi capaz de interferir na liberagdo de AA pelas
células MDA-MB-231, uma vez que apds o tratamento os niveis de PGE2 liberados no
sobrenadante reduziram em compara¢do com as células controle sem tratamento. O
PGE2 ¢ descrito como uma molécula altamente expressa em células do cancer de mama,
especialmente em células caracterizadas por serem altamente invasiva e metastatica,
como por exemplo, a linhagem de células MDA-MB-231 (Li et al., 2013; Safdari et al.,
2015).

Além dessa diminui¢do na libera¢do de eicosanoides o tratamento das células
tumorais com o inibidor yCdcPLI diminuiu a expressdo de genes envolvidos
diretamente com a via do PI3K/AKT, como os genes PI3KR1, AkTI, AKT3 e
principalmente diminuiu a expressdo da forma ativa fosforilada da proteina AKT (p-
AKT). Foram demonstrados em alguns compostos sua propriedade antitumoral por
interferir na ativacao da via do PI3K/AKT, uma vez que inibem diferentes enzimas que
fazem parte das vias de AA e conseguem entdo inibir o crescimento celular e induzir a
apoptoses em células do cancer de mama (Li ef al., 2013; Safdari et al., 2015). A figura
26 resume os efeitos induzidos nas células MDA-MB-231 apds o tratamento com o
inibidor de PLA; yCdcPLI, demonstrando a modulacao da expressdao de diferentes
genes e proteinas chaves nos processos de proliferacdo e metastase, sobrevivéncia

celular e vias de sinaliza¢do de apoptose
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Figura 26: Modelo representativo de algumas vias de sinalizacio em células de
cancer de mama (MDA-MB-231) que podem ser moduladas pelo inibidor de PLA,
yCdcPLI. Sendo que os quadrados em verde significam genes e/ou proteinas
envolvidos com as vias de sobrevivéncia celular; enquanto que os quadrados em
vermelho significam genes e/ou proteinas envolvidos com as vias de morte celular. O
inibidor de PLA,; foi capaz de interferir na expressdo de diferentes genes e proteinas
envolvidas com os processos de proliferacdo, metéstase, sobrevivéncia celular e vias de
apoptose. Sendo que: PLA,, Fosfolipase A;; PGE2, prostaglandina E2; COX,
cyclooxygenase; PI3K, Fosfoinositol-3-kinase; CDKN1B, Inibidor de kinase 1B
dependente de ciclina; FOXO, forkhead box, sub-grupo O; MDM2, Survivina; Apaf-1,
Peptidase ativadora de apoptose; FasL, Fas ligante; TNFRI1, receptor de TNF; PKC,
Proteina kinase C; NF-kB, fator nuclear de kappa; Rec, receptor de PLA,; Sendo que os
simbolos: ——> representa Regulagado positiva; I—representa Regulacdo negativa e
""""" sugere os possiveis alvos do inibidor yCdcPLI; Setas azuis significam
diminui¢ao da expressdo e setas alaranjadas significam expressdao aumentada.

O yCdcPLI poderia iniciar diferentes respostas moleculares no interior das
células, como foram demonstrados em diversos ensaios descritos neste trabalho, por
exemplo a inibicdo da adesdo celular e da angiogénese, ativacdo de vias apoptoticas,

como via do p53, e inibicdo de vias de sobrevivéncia, como a via do PI3K/AKT, onde
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PLA;s secretorias e ou citosolicas estariam envolvidas (Gottlieb et al., 2002; Panel et
al., 20006; Patel et al., 2008; Murakami et al., 2015; Yarla et al., 2016).

A identificagdo dos possiveis alvos nas células tumorais ¢ importante para
elucidacdo completa para melhor compreensdo dos mecanismos de a¢ao dessa proteina.
Este trabalho abre perspectivas para aprofundar a investigagdo dos efeitos antitumorais
do inibidor, utilizando novas abordagens in vivo, produ¢dao em larga escala e uso de

peptideos sintéticos derivados de sua estrutura.

6.0 Conclusao

o O inibidor yCdcPLI isolado do soro da serpente Crotalus durissus collilineatus
foi citotoxico sobre diferentes linhagens de células tumorais apresentando maior
citotoxidade sobre células de cancer de mama MDA-MB-231, demonstrando
uma preferéncia por alvos nessas células tumorais quando comparado com as
células de mama nao tumorigénicas.

o yCdcPLI induziu apoptose em células MDA-MB-231 e modulou a expressao de
genes e proteinas relacionados a via de sinalizacdo da apoptose. Além disso, o
yCdcPLI induziu a modulagdo de importantes mediadores da via de apoptose,
como o p53, MAPK/ERK, BIRC5 e MDM?2.

o O yCdcPLI também inibiu eventos moleculares (adesdo, migracdo € invasdo)
importantes para a metdstase tumoral das células MDA-MB-23, bem como a
angiogénese por modelos in vitro e ex vivo.

o O yCdcPLI inibiu a atividade pro-inflamatoéria da PLA, BnSP-7 isolada da
peconha de serpente, o que permite correlacionar seus efeitos na inibigao da via
de sinalizacdo da PI3K/AKT nas células MDA-MB-231 a uma possivel

interacdo com PLA;s enddgenas nestas células.
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o Assim, demonstramos o potencial do yCdcPLI para compreensdao do mecanismo
de acdo de PLA;s no cancer de mama e seu uso como modelo farmacoldgico

para terapia antitumoral.
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