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RESUMO

PALOMINO RODRIGUEZ M. G. Avaliacdo dos efeitos antitumorais da
metaloproteinase ofidica jararagina no adenocarcinoma de mama. 2012. 171 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2012.

Jararagina € uma metaloproteinase do veneno da serpente Bothrops jararaca, capaz
de alterar diversas funcbes em modelos experimentais, como homeostasis,
coagulacéo, inflamacéo, migracao celular, liberacdo de citocinas, mostrando-se um
agente potencial antiproliferativo e pré-apoptético em células tumorais. Neste
trabalho foram investigados os efeitos in vitro da jararagina, em modelo de células
de tumores de mama humana MCF7, T47D e murina (“Tumor de Ehrlich”), além de
células de fibroblastos normais e células endoteliais. Foram avaliados a viabilidade
celular, alteracées na morfologia, modificagcdes nas fases do ciclo celular e tipo de
morte celular. Os efeitos in vivo foram realizados no modelo murino de carcinoma de
Ehrlich nas formas ascitica e soélido-ortotbpica em camundongos BALB/c. Os
resultados obtidos in vitro mostraram que a jararagina diminui, significativamente, a
viabilidade celular e adesdo ao substrato de maneira dose dependente.
Morfologicamente foram detectadas a formacdo de agregados multicelulares no
sobrenadante, estruturas tipo esferoides e a formacédo tubulo-acinar em células de
tumor de mama humana, ativando mecanismos de sobrevivéncia, entretanto as
células de adenocarcinoma murino mostraram sensibilidade a toxina, e as células
normais mostraram morte por apoptose. O tratamento in vivo mostrou o aumento de
infiltrado inflamatdrio e resposta imunoldgica sistémica, com desvio a esquerda. Os
parametros antitumorais, ndo mostraram diminuicdo no volume tumoral presente na
cavidade abdominal no modelo do tumor ascitico, entretanto, no modelo ortotopico,
a jararagina induz exacerbacdo da resposta inflamatoria local, e intensa
remodelacdo da matriz extracelular, com alteracdes na distribuicdo e organizacéo
das fibras de colageno. Conclui-se que a jararagina induz citotoxicidade nas
linhagens de células tumorais de mama e normais. In vivo, o tratamento dos animais
portadores de tumores a jararagina néo reduziu o volume tumoral, entretanto foi
capaz de induzir inflamacao intratumoral e estimulacdo sistémica, com efeitos
modulatérios distintos, ao longo do crescimento e disseminacdo das células
tumorais.

Palavras-chave: Jararagina. Cancer de mama. Tumor de Ehrlich. Inflamacéo.
Apoptose.



ABSTRACT

PALOMINO RODRIGUEZ M. G. Evaluation of antitumor effects of ophidic
metalloproteinase jararhagin in breast adenocarcinoma. 2012. 171 p. Masters
thesis (Biothecnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2012.

Jararhagin is a metalloproteinase from the venom of Bothrops jararaca, able to
change various functions in experimental models, such as homeostasis, coagulation,
inflammation, cell migration, cytokine release, proving to be an antiproliferative and
pro-apoptotic potential agent in tumor cells. In this work, we have studied the in vitro
effects of jararhagin in MCF7 and T47D human and murine (“Ehrlich tumor”) breast
tumor cellular models, and normal fibroblast and endothelial cells. We assessed cell
viability, morphological changes, cell cycle phases alterations and cell death. The in
vivo effects were performed on murine model of Ehrlich ascitic and solid-orthotopic
carcinoma in BALB / ¢ mice. The in vitro results showed that jararhagin significantly
decreases cell viability and adherence to the substrate in a dose dependent manner.
Morphologically, were detected the formation of multicellular aggregates in the
supernatant, spheroids structures and tubulo-acinar formation in breast human tumor
cells, activating mechanisms of survival in human breast tumor cells, whereas murine
adenocarcinoma cells showed sensitivity to the toxin, and the normal cells showed
apoptosis death. The treatment in vivo showed increased inflammatory infiltrate and
systemic immune response, with a left shift. The antitumor parameters showed no
decrease in tumor volume present in the abdominal cavity in ascites tumor model,
however, the orthotopic model, the Jararhagin induces exacerbation of local
inflammatory response, and intense remodeling of extracellular matrix, with changes
in the distribution and organization of the fibers collagen. It is concluded that
jararagina induces cytotoxicity in tumor cell lines and normal breast. In vivo, the
treatment of animals bearing Ehrlich tumor, the jararhagin not reduce tumor volume,
but was able to induce systemic inflammation intratumoral and stimulation with
distinct modulatory effects along the growth and dissemination of tumor cells.

Keywords: Jararhagin. Breast cancer. Ehrlich tumor. Inflamation. Apoptosis. Toxin.
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1 INTRODUCAO

O cancer € um conjunto de doencgas provocado por modificacdes no
crescimento e controle das células, considerado como um problema de saude
publica. O cancer de mama é a neoplasia mais comum entre as mulheres e o
segundo tipo mais frequente de cancer no mundo, apés o cancer de pulmao
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012). No Brasil, segundo os dados do Instituto
Nacional de Cancer (INCA), o cancer de mama é o tipo de neoplasia mais
prevalente em mulheres com uma estimativa de 52.680 casos novos no ano 2012, e
com um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2012).

No Brasil, as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas,
provavelmente porque a doenca ainda é diagnosticada em estagios avancados. Nos
paises em desenvolvimento, a sobrevida media ap6s cinco anos € 60%, entretanto,
nos paises desenvolvidos, a sobrevida media esta em torno de 85% (INCA, 2012),
sendo o cancer da mama invasivo e metastatico a principal causa de mortalidade.

A classificacdo da doenca é baseada tradicionalmente na histologia e estagio
do tumor, sendo o 95% classificados como adenocarcinoma, os quais sao divididos
em carcinoma in situ e invasivo. O carcinoma de mama in situ representa de 15 a
20% das lesbes, é subclassificado como ductal (80%) ou lobular (20%) sendo que
padrdes de crescimento e caracteristicas citologicas formam a base para distinguir
entre os dois tipos. Enquanto que, o carcinoma de mama invasivo representa de 80-
85% das lesdes, e compreendem um grupo heterogéneo de tumores diferenciados
em subtipos histolégicos. Os principais subtipos invasivos incluem ductal, lobular,
ductal/lobular, coloide, tubular, medular e carcinoma papilar. Destes, o carcinoma
ductal invasivo € o mais frequente subtipo, representando de 70-80% de todas as
lesbes invasivas (POLYAK, 2007).

Neste contexto a busca de novos compostos e estratégias terapéuticas
seletivas com alvos moleculares definidos que auxiliem no tratamento ou em

sinergismo com outros medicamentos, sdo procurados na pesquisa basica.

O veneno de serpente sdao uma fonte biolégica de diferentes peptideos,
enzimas e toxinas farmacologicamente ativas, que podem oferecer protecdo contra o
processo de carcinogénese, atuando como um agente Unico ou como adjuvante,

representando fonte de valiosos compostos para intervengOes terapéuticas
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preventivas (BEVIGLIA; STEWART; NIEWAROWSKI, 1995; SON et al.,, 2007). A
jararagina € uma proteina isolada do veneno da serpente Bothrops jararaca que
apresenta dominios estruturais importantes nas funcdes bioldgicas, apresentando
grande versatilidade e, portanto motivo de estudo.

No presente trabalho, baseados nos resultados in vitro e in vivo obtidos em
células de melanoma maligno Skmel-28 e camundongos tratados com jararagina
gue apresentaram diminuicdo da viabilidade celular e do nimero de metastases
pulmonares, com potencial terapéutico (CORREA et al., 2002; KLEIN et al., 2010;
MARIA et al., 2001), foram estudados os efeitos in vitro da toxina ofidica jararagina
em células do tumor de mama humano e murino, assim como em células normais, e
os efeitos in vivo no modelo experimental de carcinoma murino de Ehrlich forma

ascitica e sélida em camundongos BALBI/c.

1.1 Revisdo da literatura

1.1.1 A glandula mamaria

A glandula mamaria é um 6rgao secretdrio complexo que é formado por um

complexo sistema de ductos ramificados a partir do mamilo que se alargam para
formar um saco (tecido glandular), envolvido por um denso estroma constituido de
tecido adiposo e tecido conjuntivo fibroso, além de vasos sanguineos, vasos
linfaticos e linfonodos (SCHMITT; GOBBI, 2006).
O desenvolvimento da glandula mamaria envolve o periodo embrionario, puberdade
e adulto. No periodo adulto ocorrem o0s principais eventos do desenvolvimento da
glandula mamaria, incluindo uma rapida proliferacdo e diferenciacdo do epitélio
luminal durante a gravidez acompanhada pela regressao apoés lactagdo. Horménios
e fatores de crescimento desempenham um papel importante em diferentes estagios
do desenvolvimento mamario e também estdo implicados no cancer de mama
(WATSON; KHALED, 2008).

Na glandula mamaria adulta ha dois tipos principais de compartimentos: o
epitélio (luminal e basal) e o estroma. O epitélio luminal forma os ductos e os
alvéolos secretores; enquanto o epitélio basal consiste essencialmente de células
mioepiteliais. Estes dois tipos de epitélio formam uma estrutura bi-camada de
epitélio simples que € incorporado ao estroma (WATSON; OLIVER; KHALED, 2011).
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O estroma da glandula mamaria esta formado por numerosos tipos de células,
incluindo stem cells somaéticas, fibroblastos, adipdcitos, células endoteliais
vasculares que formam os vasos sanguineos, neurénios e uma variedade de células
imunes, constituindo o microambiente da glandula mamaria normal
(HENNIGHAUSEN; ROBINSON, 2005).

Durante a carcinogénese, além das mutacbes genéticas, existe um
desequilibrio na troca dindmica de informacgdes entre as células e o microambiente,
gue envolve a progressdo sequencial de estagios patoldgicos e clinicos bem
definidos, comeg¢ando com hiperproliferacéo epitelial e progredindo para carcinoma
de mama. Considerando a complexa rede de interacdes e sinais que existem entre o
estroma e o tumor, o microambiente tumoral € uma parte integral e essencial, e a

necessidade de compreendé-lo tem crescido ultimamente.

1.1.2 Matriz extracelular (MEC)

A matriz extracelular (MEC) regula o comportamento celular e orquestra as
fungbes celulares durante a formagdo tecidual e a homeostasia, principalmente
devido a sua organizagao tridimensional e a processos de remodelamento
decorrentes de protedlise, proporcionando sinais bioquimicos e fisicos que
controlam a morfologia, adesdo, mobilidade, sobrevida, polaridade, proliferacéo,
diferenciacdo e morte celular (EGEBLAD; RASCH; WEAVER, 2010; LUKASHEV;
WERB, 1998).

A MEC também regula diretamente os fatores de crescimento. Fatores de
crescimento, tais como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e o fator
de crescimento de hepatécitos (HGF), ligam-se a importantes moléculas da matriz,
incluindo a heparina ou sulfato de heparina, componentes dos proteoglicanos, que
atuam como reservatério de fatores de crescimento na MEC e facilitam os gradientes
intersticiais, estabelecendo uma reposicdo de fatores de crescimento tecido
especifico em caso de lesbOes. Estas proteinas da MEC servem como cofatores
importantes na apresentacdo de fatores de crescimento para 0S seus receptores
especificos, como é o caso do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e o fator
de crescimento transformante beta (TGF-) (HYNES, 2009).

A comunicacdo entre as células e o seu microambiente ocorre por meio de

uma rede complexa de sinais gerados pela adeséo célula-MEC, célula-célula e
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moléculas de jungdo, assim como pela colaboracdo entre os tipos de células
epiteliais, estromais e outros tipos celulares 6rgdo especifico (BISSELL; HINES,
2011).

Na carcinogénese, as mudangas no estroma tais como o recrutamento de
células inflamatorias, a remodelag&o da matriz extracelular, ativagdo de fibroblastos
e promocdo de angiogénese co-evoluem com a progressiva transformacao epitelial
(LITTLEPAGE; EGEBLAD; WERB, 2005). Esta interacdo é importante na progressao
do tumor e sucesso para a resposta ao tratamento.

Estudos tém demonstrado que o estroma modifica o fenétipo epitelial. Com a
idade, o complexo coletivo nomeado estroma (fibroblastos, vasculatura, células
imunes e de ECM intersticial) muda gradualmente e, ao longo do tempo, torna-se tao
alterada que é acumulado danos ao epitélio, mesmo em a auséncia de qualquer
susceptibilidade genética conhecida. Sinais do estroma e epitélio aberrante podem
existir muito antes ha carcinoma evidente, aumentando a densidade do estroma, de
fato, o aumento da densidade do estroma se correlaciona com uma maior
probabilidade de desenvolver cancer de mama (BOYD et al., 2007; SICKLES, 2007).

Evidencias de tumores ocultos e a ndo progresséo para cancer tem sugerido
gue o microambiente circundante do tumor, nestes casos, fornece sinalizagdes
cruciais para manter a arquitetura dos tecidos, inibir o crescimento celular e suprimir
ou reverter o fendtipo maligno, desde que a arquitetura e homeostasia do tecido
estdo essencialmente controladas (Figura 1 - inferior esquerda). No entanto, uma
vez que a homeostasia é perdida, o microambiente alterado pode também ser
permissivo para o crescimento do tumor, e a combinag¢do de agentes mutagénicos,
inflamacao e fatores de crescimento, associados a forcas promocionais (Figura 1 -
superior direita) podem romper a barreira a formacdo de tumor, resultando em
desenvolvimento do cancer (BISELL; HINES, 2011).

Mesmo na auséncia de sinais evidentes e visiveis a partir do estroma, as
células epiteliais acumulam mutagcdes, mudam de forma (atipia), perdem a
polaridade e crescem no lumen ductal para formar o carcinoma ductal in situ. O
comprometimento da integridade da membrana basal ou camada mioepitelial
permite que as células luminais estabelecam contactos com o0s componentes da
MEC, tais como o colageno I. Por sua vez, isto conduz a sinais de polaridade

aberrante, super-regulacdo de metaloproteinases da matriz (MMPs) que digerem as


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Littlepage%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15950897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Egeblad%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15950897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Werb%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15950897
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proteinas do estroma, invasdo e metastase (BISSELL; HINES, 2011; LITTLEPAGE;

EGEBLAD; WERB, 2005).

Figura 1- O microambiente do tecido normal e a tumorigénese.
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No microambiente tumoral existe uma rede dindmica e interligada de

interaccdes reciprocas que podem influenciar os processos de proliferagéo,

migracado, invasdo e angiogénese. Acredita-se que as células epiteliais tumorais e

componentes do estroma comunicam-se através da producdo de fatores de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Littlepage%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15950897
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crescimento e citocinas. A comunicacao € mediada pela estimulacdo tanto paracrina
e autocrina por varios fatores de crescimento, tais como fator de crescimento
transformante beta (TGF-b), fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF), fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF) e as interleucinas. Estes fatores de crescimento podem ser
liberados a partr da MEC através da acdo das proteases, tais como as
metaloproteinases de matriz (MMPs), ou ser segregadas a partir de células do
cancer e de fibroblastos activados (ZHANG; NIE; CHAKRABARTY, 2011).

A liberacdo de fatores de crescimento e outros fatores associados a
sinalizacdo, que recrutam as células derivadas da medula 6ssea (macréfagos,
neutrofilos, linfocitos e células estaminais mesenquimais) para o estroma associados
aos fibroblastos que se tornam ativados e hiper-vascularizacdo no tumor. A
presenca destes fatores de crescimento, juntamente com a remodelacédo da MEC e
inducdo de neovascularizagcdo conduz a um microambiente tumoral que é favoravel
para o crescimento, progressdo e metastase eventual do tumor e foi nomeado um
estroma reativo. A inducao de um estroma desmoplasico ou reativo € associado com
um prognéstico desfavoravel em vérios carcinomas, incluindo o cancer de pancreas,
mama e colo-rectal (BISSELL; HINES, 2011; LITTLEPAGE; EGEBLAD; WERB,
2005). Por exemplo, as células de tumor muitas vezes liberam o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) para que as células do estroma que possuem
receptores, em particular fibroblastos, miofibroblastos e macroéfagos, retribuiam
liberando o fator de crescimento tipo insulina que beneficia o crescimento e

sobrevivéncia das células cancerosas vizinhas (FRASCA et al., 2008).

1.1.3 Fibroblastos

Os fibroblastos sdo células de origem mesenquimal, que sintetizam os
componentes fibrilares (coldgeno e elastina), e nao fibrilares (glicoproteinas e
proteoglicanos) da MEC do tecido conjuntivo. Os fibroblastos séo responsaveis pela
formacao e remodelacdo da matriz extracelular, producéo de colageno tipo |, lll, V e
fibronectina, regulacdo da diferenciacdo do epitélio, regulacdo da inflamacgéo e
envolvimento no processo de cicatrizacdo de feridas (MORAES; JOAZEIRO, 2005;
PARSONAGE et al., 2005). Os fibroblastos contribuem na formacdo de membranas

basais, pela secrecdo de laminina e de colageno tipo IV, além da constante
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remodelagcdo da MEC pela producdo de proteinas, e sdo imprescindiveis na
manutencdo da homoestasia do tecido epitelial pela secrecdo de fatores de
crescimento e pela interacéo direta com a célula epitelial (WISEMAN; WERB, 2002).

Em condi¢des normais, os fibroblastos apresentam baixo indice proliferativo e
minima capacidade metabdlica. Entretanto na injuria tecidual os fibroblastos déo
inicio ao processo proliferativo e a liberacdo de um grande nimero de componentes
da MEC. Estes fibroblastos ativados s&o potentes produtores de diferentes
quimiocinas as quais recrutam células sanguineas para o local de ferimento
(GABBIANI, 2003).

O controle da atividade critica dos fibroblastos envolve ativacdo de vias de
sinalizacéo intracelulares induzidas por citocinas multifuncionais, como os membros
da superfamilia do TGF-b e outras citocinas. A interleucina 1 (IL-1) e fatores
liberados por granuldcitos, apresentam potencial pro-fibrético e estimulam a sintese
de colageno (MORAES; JOAZEIRO, 2005). Os fibroblastos e células endoteliais sédo
0s principais produtores de fibronectina, moléculas também importantes para a
cicatrizacéo de feridas através da ativacao de células inflamatoérias de quimiotaxia e
coagulagao no estroma ativado (BEACHAM; CUKIERMAN, 2005).

Os tumores sao conhecidos como as feridas que n&o cicatrizam - isto implica
gue na angiogénese e a resposta a lesdo, estdo envolvidas células endoteliais e
fibroblastos. Os fibroblastos estdo associados a células de cancer em todas as fases
da sua progressao, e suas contribuicdes estruturais e funcionais a este processo
estdo comecando a surgir. A producao de fatores de crescimento, quimiocinas e da
matriz extracelular por parte dos fibroblastos, facilita o recrutamento angiogénico de
células endoteliais e pericitos. Os fibroblastos séo, portanto, um fator determinante
na progressdo maligna e representam um importante alvo para terapias contra o
cancer (KALLURI; ZEISBERG, 2006).

Os fibroblastos ativados presentes em diferentes tumores sélidos, também
conhecidos como fibroblastos associados a cancer (FACs) sédo funcionalmente e
fenotipicamente distintos dos fibroblastos normais, sofrendo alteracbes na
morfologia e no perfil de expressdo, adquirindo um fenétipo semelhante a
miofibroblastos dentro do microambiente do tumor (LI; FAN; HOUGHTON, 2007), e
contribuem para o crescimento e progressdao tumoral por permanecerem

constantemente ativados e indicando a formacdo de estroma reativo. Estes
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fibroblastos ativados tém muitas semelhancas com os fibroblastos em locais de
cicatrizacao de feridas (BEACHAM; CUKIERMAN, 2005).

Evidéncias sugerem que os FAC sao fundamentais para regular as interacdes
dindmicas e reciprocas que ocorrem entre as células malignas epiteliais, matriz
extracelular, e as numerosas células ndo-cancerosas frequentemente encontrada
dentro deste meio de tumor, incluindo células endoteliais, adipocitos, células
inflamatérias e imunes. FAC tém sido implicados em quase todas as fases de
iniciac@o, progressdo para metastase, e tem mostrado aumentar a proliferagdo de
células epiteliais, a tumorigenicidade, angiogénese e o potencial metastatico de

células tumorais em relacdo a seu fibroblasto normal (BEACHAM; CUKIERMAN,
2005; EREZ et al., 2010).

1.1.4 Integrinas

As integrinas séo glicoproteinas heterodiméricas, que apresentam as
subunidades a e 3 associadas nao covalentemente, com diferentes combinacdes de
af fornecendo ligacdo e sinalizacao especifica (GIANCOTTI; RUOSLAHTI, 1999).
Sao descritas pelo menos 18 subunidades a e 8 subunidades B, com 24 diferentes
combinacBes entre elas. Cada heterodimero a/f possui uma determinada
especificidade, sendo capazes de interagir com um amplo ou restrito grupo de
diferentes ligantes (HYNES, 2002).

As integrinas estdo implicadas em funcbes biolégicas como embriogénese,
resposta imune, homeostase, inflamacdo e manutencdo da integridade tecidual,
atuando como receptores de sinalizacdo, entre a MEC e o citoesqueleto de actina,
sinalizando em ambas as dire¢cdes da membrana celular (SCHWARTZ, 2001).

As integrinas conectam o citoesqueleto de actina intracelular com a MEC, e
assim, formando uma rede para detectar e responder a forcas mecanicas. As
integrinas podem iniciar sinais pré-sobrevivéncia, bem como pro-apoptéticas que
depende do estado de ligacdo das integrinas expressas na superficie por uma
determinada célula. Em uma célula na qual a maioria das integrinas estao ligados,
um precursor pro sobrevivéncia € iniciado através do aumento do fator nuclear-kB
(NF-kB) ou atividade da via PI3K-AKT, diminuicdo de ativacdo de p53 e expressao
aumentada de moléculas pro-sobrevivéncia Bcl-2 e FLIP (também conhecido como
CFLAR).
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As sinalizagbes conjuntas entre os receptores de fator de crescimento e
integrinas ativa Raf conduzindo a mecanismos distintos de sobrevivéncia celular.
Sinalizacbes através de integrina a3 € 0 receptor do fator de crescimento de
fibroblastos promove a fosforilagdo de Ser338 e Ser339 da Raf, protegendo as
células da via intrinseca da apoptose, integrina av5 e o receptor do fator de
crescimento endotelial vascular 2 fosforilam Tyr340 e Tyr341 da Raf, para prevenir a
apoptose atraves da via extrinseca (FRISCH; SCREATON, 2001).

Figura 2 - Esquema representativo da sobrevida e das vias apoptéticas mediada por

integrinas
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Fonte: Desgrosellier e Cheresh, 2010.

Em células aderentes em que muitas das integrinas estdo sem ligagdo, estas
iniciam a clivagem da caspase 8, desencadeando a apoptose através da integrina

mediada por morte (IMD). Na perda completa de adesdo, a morte celular é iniciada
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através de um processo denominado anoikis. A apoptose induzida por anoikis pode
prosseguir tanto através das vias intrinseca e extrinseca (FRISCH; SCREATON,
2001).

A potenciacdo da sinalizacdo por fator de crescimento através das integrinas
via Ras-Raf-MEK-ERK, também podem potenciar a proliferagdo celular pela
expressao de ERK, um processo que pode depender de adeséo celular. Além disso,
0 aumento da adeséao relacionada com phosphoinoside 3 - quinase é importante
para a expressao e estabilidade de ciclina D1 (FRISCH; SCREATON, 2001).

A perda de contato célula - substrato da MEC pela privacdo de ligacdo das
integrinas resulta em um tipo especial de apoptose (STUPACK; CHERESH, 2002)
nomeado de anoikis (FRISCH; FRANCIS, 1994), e é definido como consequéncia da
falta de sinais de sobrevivéncia relacionada a perda de interacdes células-matriz e
inibicdo da sinalizagdo mediada por integrinas (SCHWARTZ et al., 2001). Além da
perda de vias mitogénicas, anoikis resulta também da inativacdo de proteina anti-
apoptética Bcl-2, devido a libertacdo de Bmf (fator pro-apoptotico) normalmente
ligado ao citoesqueleto (PUTHALAKATH et al., 2001). Falha de anoikis € um
processo importante na carcinogénese.

As diferencas aparentes entre as estruturas do citoesqueleto de células
aderentes e em suspensdo sugerem que a sinalizacdo de sobrevivéncia em anoikis
e susceptivel de ser regulado extensivamente pelo citoesqueleto. A arquitetura do
citoesqueleto provavelmente afeta as das interacbes das integrinas no espago
tridimensional, estas alteracdes do citoesqueleto conferem aparente resisténcia a
anoikis nas células transformadas (FRISCH; SCREATON, 2001).

A expressao de integrinas nas células epiteliais mamarias € regulada espacial
e temporalmente durante o desenvolvimento da glandula mamaria (gravidez,
lactacdo, e involucdo). A célula epitelial mamaria é dependente de ancoragem e
requer interacfes célula-célula ou de ligagdo mediada por integrina para a MEC, na
auséncia de adesdo, as células ndo proliferam em resposta a fatores de crescimento
e sofrem uma forma especializada de apoptose por anoikis. Embora a expressao de
integrinas e a sua ativagcéo pode variar dentro da glandula, um conjunto limitado de
integrinas sdo expressas nas células luminais. Assim, as células epiteliais da
glandula mamaria expressam pelo menos oito receptores de integrina funcionais
incluindo receptores de colageno (aif; e azf1), receptores de laminina (a3B1, asP1 €

0gB4) € integrinas (asPBi, a,B1 € a,Bs) que reconhecem sequéncias RGD presentes
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em moléculas de MEC determinadas como a fibronectina e vitronectina (LAMBERT;
OZTURK; THIAGALINGAM, 2012).

No entanto, a expressdo da integrina podem também variar
consideravelmente entre o tecido normal e tumoral. Os niveis de expressédo da
integrinas ayB;, diminui em células tumorais, aumentando potencialmente a
disseminacdo da célula tumoral. Assim, a re-expressao de a,B; em células de
cancer de mama diminui algumas das propriedades malignas, o0 que sugere que a3
poderia funcionar como um suppressor de tumor. A correlacdo dos niveis de
expressdo de integrinas em tumores humanos, com resultados patolégicos, como a
metastase, identificaram varias integrinas que podem ter um importante papel na
progressao do cancer (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010).

Os estudos em cancer de mama suportam a colaboracdo das integrinas com
a sinalizagdo dos fatores de crescimento durante a tumorigénese in vivo e, a
participacdo ativa no processo de iniciacdo do tumor. A discrepancia entre 0s
estudos e as supressao da integrina ; e B4 sugere que as integrinas podem utilizar
vias de sinalizacao distintas em diferentes momentos durante a tumorigénese para
regular tanto a iniciacdo do tumor e o crescimento tumoral (LAMBERT; OZTURK;
THIAGALINGAM, 2012).

Varias classes de integrinas reconhecem a sequencia RGD (Arginina-Glicina-
Asparagina) em proteinas da MEC, esta sequéncia RGD é distribuida em uma
grande variedade de proteinas de adesado, constituindo o principal sistema de
reconhecimento pelas integrinas (RUOSLAHTI, 1996).

As desintegrinas presentes em veneno de varias espécies de serpente, assim
como as proteinas da MEC, contém a sequéncia RGD que se liga seletivamente a
receptores integrinas da superficie celular envolvidos nas interagdes célula — matriz,
inibindo as fungdes das integrinas e promovendo a transdugao de sinais. Os sinais
variam segundo a toxina, que podem induzir a reorganizacdo do citoesqueleto, a
expressao de novos tipos de moléculas de adesdo e alteracbes do complexo de
adeséao focal. Estes estudos dos processos bioldgicos envolvendo a adesao celular
mediada por integrinas representam uma promissora area de investigacdo para o
desenvolvimento da terapéutica anti-cancer (CALVETE et al., 2005; GUTIERREZ et
al., 2005; KAMIGUTI; HAY; ZUZEL, 1996).
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1.1.5 Venenos de serpentes, experimentos em modelos de cancer.

O veneno de serpente é uma fonte de complexa mistura de componentes
como metaloproteinases, fosfolipases, serinoproteases, lectinas tipo-C,
desintegrinas, entre outros, sintetizados nas glandulas exocrinas modificadas
(VARANDA; GIANINNI, 1994). O veneno apresenta componentes organicos e
inorganicos. Na composicéo organica, encontram-se os carboidratos, glicoproteinas,
lipideos, fosfolipidios, aminas biogénicas, aminoacidos e nucleotideos,
representando 90-95% de proteinas do peso seco do veneno; enquanto na
composicdo inorganica se encontram metais como o zinco, cobre, ferro e cobalto,
etc., envolvidos com 0s mecanismos cataliticos de componentes enzimaticos.
(BJARNASON; FOX, 1994; MARKLAND, 1998).

Os venenos de serpente tém sido amplamente investigados ha anos, na
busca do isolamento de seus componentes ativos que participam nos processos
biolégicos, tais como adesdo, migracdo, proliferacdo, angiogénese, agregacao
plaquetaria, entre outros, identificando-se dois tipos principais de proteases,
classificadas de acordo a sua estrutura, como as serinoproteases e as
metaloproteases.

As Metaloproteases de Veneno de Serpentes (Snake Venom
Metalloproteinases - SVMPSs) sdo organizados em classes baseado na presencia de
dominios estruturais, sendo classificadas em trés classes: A classe P-l esta
composta por enzimas que contém s6 o dominio metaloproteinase (M), a classe P-II
composta por dominio M e dominio desintegrina (D), e P-IIl que contem os dominios
M, D e rico em cisteina (C) (FOX; SERRANO, 2005, 2008) como mostrado na figura
3. A classe PIll é subdividida em subclasses, baseadas nas distintas modificacdes
pés-traducionais, tais como homodimerizacdo (P-llic), ou protedlise entre o dominio
M e D (P-lllb), presenca de um dominio adicional lectina-c-like (P-111d) derivado de
uma modificacdo poés-traducional da classe padrdo P-lll (P-llla) das SVMPs
(CLEMETSON; MORITA; MANJUNATHA, 2009).
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Figura 3 - Diagrama esquematizando a estrutura dos dominios de SVMPs e as
moléculas relacionadas.
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Fonte: Clemetson et al., 2009

As SVMPs constituem uma importante familia de toxinas, associadas com a
hemorragia e a disrupcdo da hemostasia, mediado pela atividade proteolitica do
dominio M. SVMPs causam hemorragia pela degradacédo das proteinas envolvidas
nas interacdes entre as células endoteliais e componentes da membrana basal
(fibronectina, laminina, colageno tipo IV). A hemorragia local e sistémica induzida
pelos venenos viperideos, apresentam um grande potencial de interferéncia na
resposta inflamatéria, seja por liberacdo exdgena de citocinas ou por inibicdo da
adesao presentes na superficie celular como nas células endoteliais (MARKLAND,
1998; TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012)

Vérias toxinas de venenos de serpentes inibem a adeséo de células tumorais,
migracdo e a formacdo de metastase em modelos experimentais. As atividades de
diversas desintegrinas, como a albolabrin e a eristostatin (Eristocophis macmahoni)
tém mostrado efeitos na perda da adesdo das células de melanoma murino as

proteinas da MEC, como fibronectina, laminina e vitronectina).
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Células de melanoma maligno murino e melanoma humano MV3 pre-
tratadas com eritrostatina diminuiram o niumero de metastases no figado e pulméo
(BEVIGLIA; STEWART,; NIEWIAROWSKI, 1995; MORRIS et al., 1995),
provavelmente ao fato da ligagdo da eritrostatina a receptores integrina a4,
altamente expressas em células metastaticas (DANEN et al., 1998). O pré-
tratamento das células B16F10 com salmosina (Agkistrodon halys brevicaudus) inibe
a proliferacéo e os efeitos metastaticos no parénquima pulmonar, atribuido a ligacao
da integrina ayf3 na superficie das células tumorais (KANG et al., 2000).

Rodostomina (Calloselasma rhodostoma) em células endoteliais (HUVEC)
inibe a migracédo, invasdo e formacao de tubos em matrigel induzida pelo fator de
crescimento de fibroblastos. No melanoma B16F10 tratados pela via subcutanea
com rodostomina, apresentaram aumento da taxa de sobrevida (YEH et al., 2001).
Jararagina-C de Bothrops jararaca inibe a agregacao plaquetaria e a adesdo das
células ECV-304, endoteliais HUVEC e células transfectadas com a integrina a,p;,
ao colageno tipo | (MOURA-DA-SILVA; MARCINKIEWICZ; NIEWIAROWSKI, 2001).

A contortrostatina (Agkistrodon contortrix contortrix), uma desintegrina
homodimérica que apresenta a sequencia RGD, in vitro inibe a interacdo das
integrinas a,Ps, 0,Bs, e/ou asP; presentes em células tumorais e endoteliais. In vivo
mostrou potente atividade antitumoral e antiangiogénica no modelo de xenoenxerto
ortotépico de tumor de mama humano - MDA-MB-435 (ZHOU et al.,, 2000). A
formulacdo liposomal com contortrostatina (LCN) via intravenosa e intratumoral em
modelo ortotdpico de xenoenxerto de cancer de mama MDA-MB-435 e cancer de
ovario A2780 aumenta significativamente o tempo de meia-vida da CN, quando
comparada a proteina ndo encapsulada (SWENSON et al., 2004).

Em 2007, Son e colaboradores mostraram que o tratamento com o veneno de
cobra Vivera lebetina turanica, inibe o crescimento de células de tumor de préstata
andrégeno independentes PC-3 e DU145, provavelmente pela inibicdo do fator
nuclear NF-kB, e assim induz a morte celular por apoptose, e aumenta a expressao

de proteinas pro-apoptoéticas como p53, Bax e caspase-3.

1.1.6 Jararagina

A jararagina, purificada do veneno da serpente Bothrops jararaca, familia

Viperidae, € uma metaloprotease zinco-dependente, pertencente a familia



35

Reprolisina (PAINE et al., 1992). Apresenta 52 kDa e estruturalmente pertence a
classe P-lll das SVMPs, apresentando o dominio metaloproteinase, seguido dos
dominios tipo desintegrina e rico em cisteina. A jararagina € um dos principais
componentes do veneno, responsaveis pela hemorragia local e sistémica do veneno,
apresentando atividade proteolitica sobre a MEC e componentes da membrana
basal dos capilares, e proteinas plasmaticas importantes na hemostasia. Além de
inibir a agregacdo plaquetaria estimulada pelo colageno tipo 1 via integrina a,Ps,
também inibe os eventos de sinalizacdo intracelular mediados pelo colageno
(KAMIGUTI; HAY; ZUZEL, 1996; MOURA-DA-SILVA et al., 2001).

O dominio metaloproteinase ou catalitico € dependente de zinco e
responsavel pela funcdo hemorragica, degradando enzimaticamente o0s
componentes da membrana basal do endotélio (BJARNASON; FOX, 1994). O
dominio tipo-desintegrina ndo RGD, por apresentar a substituicdo do tripeptideo
RGD pela sequéncia ECD (Glu-Cys-Asp), inibe a agregacao plaquetaria pela ligacao
sobre as integrinas a,B;. O dominio cisteina, rico em pontes dissulfeto, favorece a
manutencdo da forma e rigidez da molécula (KAMIGUTI; HAY; ZUZEL, 1996;
TANJONI et al., 2005). Recentemente, Tanjoni et al., 2010, atribuiram ao dominio
tipo-desintegrina da jararagina a ligacédo ao colageno e ao dominio rico em cisteina a
ligagado a integrina a,1. estes dois diferentes tipos de ligacdo interferem na interagéo
integrina-matriz com consequente apoptose das células endoteliais.

A jararagina tem sido muito utilizada por diferentes grupos de pesquisa no
Brasil e em outros centros internacionais. Demonstrou-se que a jararagina (50
Mg/mL) induziu a produgao e liberagado de citocinas pro-inflamatérias (IL-183, IL-6 e
TNF-a) em células residentes do peritdbnio de camundongos (CLISA et al., 2001);
camundongos deficientes em receptores TNF e IL-6 mostraram a importancia destes
no desenvolvimento de necrose induzida pela jararagina (LAING et al., 2003).

A inoculacédo da jararagina no tecido subcutdneo dorsal de camundongos
estimula o influxo de células inflamatérias, dependendo do tempo e da dose,
caracterizada por infiltrado de leucdcitos, predominantemente de neutrofilos (COSTA
et al., 2002).

A administracdo semanal em camundongos de doses sub-letais, a jararagina
provoca significativa leucopenia, aumento de mastdcitos e de eritrocitos na fase
inicial, mas ndo causa hemorragia ou inflamacdo (MARIA; VASSAO; RUIZ, 2003).
Em concentracdes 20 e 40 pg/mL mostrou diminuicdo da viabilidade celular e efeitos
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inibitérios na adesdo ao substrato em células endoteliais (TANJONI et al., 2005),
células de melanoma SKmel-28 e fibroblastos normais (CORREA et al., 2002; KLEIN
et al., 2011). A Jararagina em baixas concentragdes (1,25; 2,5 e 5 pg/mL) estimula a
disseminagdo, o crescimento de células de neuroblastoma, efeitos acompanhados
pelo desarranjo do citoesqueleto, aumento na polimerizacdo de actina e formacéo de
filopodios e lamelipodios associados a motilidade celular (COSTA et al., 2008).

A atividade proteolitica da jararagina causa efeitos pro-inflamatérios pela
migracdo de leucdcitos em bolha de ar em camundongos. Em camundongos a
jararagina causo significativas lesbes hemorragicas no pulmao de maneira dose
dependente, ap6s 1 e 3 horas de inoculacdo. Interessantemente, apos 24 horas a
intensidade das regides hemorragicas foi menor quando comparada a areas
coletadas em tempos menores de 30, minutos (COSTA et al., 2002).

A jararagina é rapidamente eliminada da circulag@o, diminuindo rapidamente
0s niveis plasmaticos a 19 + 3% e 11 + 59% da dose injetada, apos 15 e 60
minutos, respectivamente. A avaliacao da biodistribuicdo da jararagina mostrou altos
niveis no figado e rins, principalmente os primeiros 30 minutos, com diminuig&do
progressiva. A inoculagdo intravenosa de jararagina marcada radioativamente, e
coleta do soro apds 5 minutos, mostrou a formagdo de complexos com proteinas de
alta massa molecular (macroglobulinas) presentes no plasma, mas uma pequena
porcao ndo é complexada e permanece livre sendo capaz de se associar com alvos
da microvasculatura. Estes efeitos farmacocinéticos explicam em parte porque nao

se produz hemorragia generalizada nos 6rgaos (ESCALANTE et al., 2003).

1.1.7 Tumor Experimental do adenocarcinoma de mama de Ehrlich

Os tumores transplantaveis trouxeram melhoria na pesquisa de novas
técnicas e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas, especialmente para
tumores experimentais em animais, que sédo a base de recentes melhoras na terapia
do cancer.

O tumor de Ehrlich foi descrito como um adenocarcinoma de mama murino
espontaneo, originario de células epiteliais de carcinoma mamario, e foi utilizado
como tumor experimental pelo transplante subcutaneo entre camundongos.
Posteriormente, foi descrita a forma ascitica do tumor, desenvolvido no peritbénio dos

camundongos, e nomearam-0 como carcinoma ascitico de Ehrlich pela presenca de
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liqguido ascitico junto com as células de carcinoma. O carcinoma ascitico de Ehrlich
foi disseminado rapidamente nos institutos de pesquisa pela vantagem de conter
células tumorais homogéneas e livres, com a possibilidade de padronizacdo do
namero de células ser transplantaveis quantificacdo do crescimento e estudo da
biologia da célula tumoral (DAGLI, 1989; OZASLAN et al., 2011).

O carcinoma de Ehrlich se desenvolve com duas variaveis de comportamento:
a forma ascitica (TEA), quando as células séo inoculadas via intraperitoneal, e a
forma sélida (TES) quando inoculadas via subcutanea. Este tipo de tumor pode ser
transplantado para qualquer linhagem de camundongo por apresentar
inespecificidade, provavelmente devido a perda da expressdo do antigeno de
histocompatibilidade H2 (CHEN; WATKINS, 1970).

Apés a inoculacdo na cavidade peritoneal o carcinoma ascitico de Ehrlich
cresce em suspensao no peritonio, em duas fases: a fase proliferativa na qual o
namero de células tumorais aumenta exponencialmente, seguido da fase
estacionaria (platd) no qual o numero de células permanece quase constante
(TANNOCK, 1969). Durante a transicdo da fase proliferativa e a fase estacionaria
acontece modificagdes morfoldégicas e metabdlicas como deterioracdo estrutural,
diminuicAo do numero de mitocdndrias, declinio da concentracdo do ATP,
diminuicdo da biossintese de DNA e RNA, diminuicdo da sintese de proteina, perda
de nucleotideos, nucleodsidos e bases, entre outros (OZASLAN, 2011).

O aumento das células tumorais na fase proliferativa acontece paralelamente
ao acumulo do fluido ascitico no peritdnio. Os vasos da cavidade peritoneal mostram
aumento na permeabilidade da microvasculatura induzida por fatores de
permeabilidade vascular presente no fluido ascitico e secretados pelas células
tumorais (SENGER et al., 1983). Este exudado proveniente dos vasos € benéfico
para as células tumorais porque contribui com a reoxigenacado das areas de hipoxia,
melhorando o microambiente e gerando burst de mitose (FREITAS et al, 1991).
Apoés determinado tempo de desenvolvimento do tumor, o animal morre devido a
presséo exercida pelo volume do tumor ou pelos danos produzidos pelo tumor.

Na analise histolégica do tumor de Ehrlich observam-se células com alto grau
de atipia (anaplasia), caracterizadas por nucléolos evidentes e numerosos,
cromatina condensada, mitoses atipicas ou aberrantes e relacdo nucleo-citoplasma
maior que o das células normais. O estroma € constituido por fibras colagenas e

capilares neoformados (DAGLI, 1989). Donenko em 1992 mostrou que o fluido
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ascitico conjuntamente dializado com células de tumor de Ehrlich, apresentam efeito
protetor in vivo nas células tumorais do TEA e teratoma T-36, aumentando a
porcentagem da taxa de crescimento.

O tumor de Ehrlich é utilizado como modelo para diversos estudos como
metastases disseminadas por via linfatica, para verificar a influéncia de drogas anti-
angiogénicas e citotoxicidade, antiinflamatérias, hormoénios sexuais (DAGLI;
GUERRA; SALDIVIA, 1992; SILVA et al.,, 2002), e na forma ascitica possui uma
semelhanca com os tumores humanos sensiveis a quimioterapia, pelo fato de ser
um tumor indiferenciado com rapida taxa de crescimento.

Este modelo experimental tem permitido a analise de desenvolvimento e
tratamento de carcinomas, estudos de mecanismos envolvidos nas metastases,
teste de substancia com acao antineoplasica, e novas modalidades terapéuticas que
auxiliam na compreenséo da resposta imune do hospedeiro, bem como na avaliagcao
da atividade e mecanismo de acdao dos compostos, com perspectivas de

desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos.

1.2 Objetivo

Avaliar os efeitos antitumorais e sua influéncia terapeutica in vitro e in vivo da
toxina metaloproteinase ofidica jararagina em linhagens celulares de
adenocarcinoma mamario humano e murino, e nos modelos ascitico e ortotopico de

tumor de Ehrlich em camundongos BALB/c
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Veneno ofidico

A jararagina, cedida gentilmente pelo Laboratério de Herpetologia do Instituto
Butantan, foi isolada a partir do veneno de Bothrops jararaca, seguindo o
procedimento descrito por Paine et al. (1992). A determinacdo da concentracao
proteica das amostras isoladas foi determinada pelo método descrito por Bradford
(1976) e as densidades opticas obtidas pela leitura no espectrofotdmetro a 595 nm
(Thermoplate TP - Reader). A jararagina foi estocada em volume de 100 pL e
armazenada a -20 °C até o momento de sua utilizacdo. Nos experimentos in vitro a
jararagina foi diluida em meio de cultura sem soro fetal bovino para aplicacdo nas
culturas celulares ou diluida em solucao salina (NaCl 0,15 M) para a inoculagéo in

vivo, ajustando as concentragdes requeridas.

2.1.1 Avaliacdo da atividade hemorragica da jararagina em membrana corioalantéide
de embrides de galinha (MCA)

A MCA de embrido de galinha é uma estrutura extra-embrionaria que se forma
da fusdo da camada mesodermal da corion com a camada mesodermal da
alantéide. Enquanto a MCA esta em formacé&o, em um processo que dura de 4 a 10
dias, uma rica rede vascular que se conecta a circulacdo embrionaria por veias e
artérias é desenvolvida (CIMPEAN; RIBATTI; RAICA, 2008).

Foram utilizados seis ovos fertilizados de galinha (Gallus gallus domesticus)
mantidos em incubadora a 37,9 °C e umidade relativa do ar de 60%. No quarto dia
de embriogénese foi realizado um furo na casca dos ovos para O acesso a
membrana corioalantéide e com uma seringa tipo tuberculina foram inoculados 50
UL de jararagina nas concentragcdes 400, 800 nM ou &gua destilada no grupo
controle. O lugar de inoculo foi fechado com fita adesiva e assim os ovos voltaram a
incubacao, sendo todo o procedimento realizado em cabina de fluxo laminar. Apos 7
dias de incubacdo os embribes foram sacrificados por congelamento a 0 °C, e
abertos para visualizagdo da formacédo da rede vascular endotelial da membrana
(Figura 4).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ribatti%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18780151
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raica%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18780151
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Figura 4 - Fotografias ilustrativas do procedimento experimental da avaliacdo da
citotoxicidade endotelial e genotoxicidade em ovos embrionados.

(A) acondiciomanento do ovo em suporte com a camara area em posicao superior; (B) inoculagéo
da toxina; (C) abertura da camara aérea superior apos 7 dias de incubacédo;(D) observacdo do
embrido viavel com detalhe para a rede vascular (E) exposicdo do embrido e membranas
embrionarias; (F) detalhe do embrido, saco vitelino e rede vascular.

Apés a determinacao da atividade hemorragica da jararagina avaliada na MCA,
o delineamento experimental foi estabelecido como esta apresentado na figura 5. No
modelo in vitro foram utilizadas linhagens celulares de adenocarcinoma mamario
humano e murino, além de células normais. Nos experimentos in vivo foram
utilizadas células de adenocarcinoma mamario murino de Ehrlich na forma ascitica e

modelo ortotépico na forma sdlida.
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Figura 5 - Fluxograma do delineamento experimental para avaliacdo dos efeitos da
jararagina in vitro e in vivo.
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2.2 Modelo experimental in vitro

2.2.1 Cultura de células normais e tumorais

Foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: FN1 fibroblasto humano
normal, HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)- célula endotelial humana,
MCF7 células epiteliais de carcinoma mamario humano, T47D células de carcinoma
ductal de mama humana, L929 fibroblasto proveniente do tecido conectivo
subcutaneo de camundongo e células de adenocarcinoma mamario murino de
Ehrlich.

Os fibroblastos humanos, provenientes de fragmentos da derme normal
humana, foram estabelecidas pelo Dr. Durvanei Augusto Maria, no projeto de
pesquisa n° 921/06 aprovado pela CAPPesq, realizado no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo — HCFMUSP, posteriormente
denominadas como FN1. As linhagens celulares de cancer de mama humano MCF-
7 (ATCC HTB-22), T47D (ATCC HTB-133), célula endotelial humana HUVEC (ATCC
CRL-1730) e fibroblasto murino L929 (ATCC CCL-1) foram adquiridas pela ATCC
(American Type Culture Collection). As células de adenocarcinoma mamario murino
de Ehrlich foram obtidas de camundongos portadores da forma ascitica do tumor,
gentiimente doadas pelo Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB-IV) da Universidade de S&o Paulo.

2.2.2 Condigdes de cultivo

As linhagens celulares FN1, HUVEC e L929 foram cultivadas em meio de
cultura RPMI-1640 (Gibco, BRL), enquanto as linhagens de células de mama
humana T47D e MCF-7 foram cultivadas em meio Dulbeco modificado — DMEM
(Cultilab, Campinas, SP, Brasi). Os meios foram suplementados com: 10% de soro
bovino fetal (SBF) inativado - (Cultilab), 2 mM de L-glutamina, 1,5 g/L de bicarbonato
de sddio, antibidticos penicilina/estreptomicina, ajustados a pH 7,2. As culturas
foram expandidas em garrafas de cultura de 75 cm? e mantidas em estufa a 37 °C
em atmosfera Umida de 5% de CO, ApGs atingirem a sub-confluéncia celular e se
encontrarem em fase exponencial de crescimento (2% e 32 passagem), as células

foram removidas pela acdo do tratamento com tripsina/EDTA (Gibco, USA),
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ressuspensas em meio completo de cultura e semeadas nas placas de cultura
(Corning Inc, Nova lorque, EUA) na concentracédo adequada.

As células de carcinoma de mama murina, foram obtidas a partir de
camundongos portadores de tumor de Ehrlich forma ascitica (TEA). Brevemente, o
liquido ascitico foi coletado por puncdo abdominal com seringa e lavado trés vezes
em PBS estéril pH 7,4 (Tampéao fosfato de salino) a 1800 rpm por 5 minutos, em
sequéncia o botdo celular foi resuspendido em meio RPMI-1640 e incubado em
garrafas de cultura a 37 °C por 3 horas para aderéncia dos outros tipos celulares
residentes no peritdnio (fibroblastos, macréfagos e outros). Apés este periodo, as
células tumorais contidas no sobrenadante foram coletadas, a concentracdo e
viabilidade celular foram determinadas pela contagem em camara Neubauer pelo
método de excluséo do azul de tripan. Células com viabilidade superior a 95% foram
ajustadas para a concentracd0 necesséria, segundo o teste a ser realizado, e

cultivadas nas placas de cultura.

2.2.3 Avaliacdo da Viabilidade celular pelo método colorimétrico MTT

A viabilidade celular das linhagens celulares tratadas com Jararagina foi
avaliada pelo método colorimétrico do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil
tetrazodlio brometo], descrito por Mosmann em 1983. Esta metodologia baseia-se na
medicédo da atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase que reduz o
reagente MTT a cristais de formazam. Estes cristais sdo quantificados
espectrofotometricamente e possuem relacdo diretamente proporcional as células
com metabolismo da cadeia respiratoria intacta, detectando as células
metabolicamente ativas.

Para cada linhagem, 100 pL da suspensdo celular (10° células/mL) foram
distribuidas em placas de fundo plano de 96 poc¢os e mantidas a 37 °C com 5% de
CO,. Apés 24 horas, 0 meio de cultura foi retirado e as células foram tratadas com
100 uL de jararagina nas concentracdes finais de 75, 150, 300, 600, 1200 e 2400 e
4800 nM em quintuplicata. Os poc¢os controles receberam 100 uL de meio de cultura.
Para as células de tumor de Ehrlich, 90 pL da suspenséo celular (2x10° células/mL)
foram distribuidos nos pogos da placa, juntamente com 10 pL da jararagina para
obtencdo das concentragdes finais, descritas anteriormente. Apos 24, 48 e 72 horas

de tratamento, o sobrenadante das culturas foi removido cuidadosamente com a
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adicao de 20 pL de MTT (5 mg/mL) em cada poco e incubadas por 3 horas a 37 °C.
Os cristais de formazan foram solubilizados pela adicdo de 40 uL de DMSO por poco
e a absorbancia foi quantificada em espectrofotometro no comprimento de onda de
540 nm. A média da leitura do controle foi considerada como 100% de viabilidade
celular, sendo comparada com a média de cada tratamento com jararagina para a
determinacdo da porcentagem de células viaveis. Em cada linhagem celular foi
determinada a concentracdo inibitéria 50% (ICsp), apds 24, 48, e 72 horas de
tratamento. Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes.

O aspecto morfolégico das culturas, apds o tratamento com a jararagina, foi
observado no microscopio invertido (CARL ZEIS, JENA, BRL.) em aumento de 100X

e registrado com auxilio de uma camara Nikon 10.0 megapixels.

2.2.4 Avaliacao da Viabilidade celular pelo método de exclusao do azul de tripan

As células foram cultivadas e tratadas segundo o procedimento descrito na
secao 2.2.3. Apés o tratamento com a jararagina por 24, 48 e 72 horas, as células
aderentes e do sobrenadante foram homogeneizadas com auxilio de uma pipeta e
20 pL desta suspensao misturada com 20 pL de azul de tripan (0,4%). O aspecto
celular foi observado em microscopio 6ptico (CARL ZEIS, BRL) em aumento de
400X, enquanto a porcentagem da viabilidade celular e formacdo de agregados
celulares foram visualizadas e contadas em camara de Neubauer como a média de

cinco pogos por cada concentracao.

2.2.5 Determinacdo de produtos da lipoperoxidacdo (LPO) pela quantificacdo de

sustancias reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica (LPO) foi realizada seguindo a técnica de
Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979), baseada na quantificacdo da formacdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA), principalmente o malondialdeido
(MDA). Ap6s 24 horas de incubacdo das células com a Jararagina, 0s
sobrenadantes das culturas celulares foram recolhidos huma placa e mantidos a -20
°C até o dia do processamento. As amostras foram descongeladas a temperatura
ambiente, em microtubo e adicionada 40 uL de uma amostra com 200 pL de acido

tricloroacético 1,2 M (TCA), em outro microtubo 40 pL da mesma amostra foi
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adicionada com 200 uL de TBA 0,059 M. Os microtubos foram colocados em banho-
maria fervente (100°C) durante 20 minutos seguido de resfriamento a 0 °C em banho
de gelo por 20 minutos. Finalmente, as amostras foram centrifugados a 8000 rpm
por 4 min. Aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram utilizados para quantificagéo
das TBARs pela leitura no espectrofotbmetro a 535 nm. A peroxidacgédo lipidica foi
calculada subtraindo a absorbéncia da série de TCA da série de TBA/TCA e
dividindo pelo coeficiente de extincdo molar do malondialdeido (MDA), sendo o valor
expressado em nanomoles de MDA por mililitro de sobrenadante da cultura (MDA
nM/mL).

Valor obtido na série TBA/TCA -Valor obtido na série TCA

LPO =
0,0312 (coeficiente molar de malondialdeido)

2.2.6 Analise das fases do ciclo celular por citometria de fluxo

As células foram cultivadas na concentracéo de 5 x 10° células em placas de
Petri de 35 mm, meio de cultura com 10% SBF e incubadas a 37 °C por 24 horas. O
sobrenadante foi retirado e as células tratadas com jararagina nas concentracdes de
600 e 2400 nM e né&o tratado como grupo controle, sendo cada tratamento realizado
em triplicata. Apds 24 horas de tratamento, as células do sobrenadante e as
aderentes foram transferidas para tubos de centrifuga e a suspensao celular
centrifugada a 1200 rpm por 5 minutos, o botéo celular foi resuspendido em PBS e
lavado duas vezes.

Para a avaliacao das fases do ciclo celular, as células foram fixadas em 1 mL
de etanol gelado 70% e estocadas a -20 °C. No dia da analise, as células foram
novamente centrifugadas, e o botdo celular ressuspenso em solugcédo contendo 200
puL de tampédo FACSFlow, 20 pL de RNAse-A (10 mg/mL) e 20 pL de solucao de
iodeto de propideo (20 mg/mL). A solucéo foi cuidadosamente agitada e deixada
protegida da luz no gelo por 1 hora, centrifugado a 3000 rpm, filtrada em membrana
de nylon (Mesh-30), e o conteddo do DNA analisado no citbmetro de fluxo
FACSCalibur (Fluorescence Activated Cell Analyser — Becton e DicKinson, USA) no
canal de fluorescéncia FL2, pelo programa CellQuest, e em média 10000 eventos

adquiridos. Os resultados foram expressos em porcentagem de células distribuidas
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nas diferentes fases do ciclo celular: GO/G1, S, G2/M e células sub-haploides (Sub-
G1).

2.2.7 Andlise de marcadores de morte celular anexina-V (Apoptose) /Pl (Necrose)

As células tratadas como descrito na secao 3.2.6 foram ressuspendidas em
tampédo de ligacdo anexina-V (HEPES/NaOH 10 mM, pH 7,4; NaCl 140 mM; CacCl,
2,5 mM) e, em seguida incubadas com 5 uL de lodeto de Propideo (PI) 20 ug/mL e 1
Mg de Anexina-V/FITC em temperatura ambiente por 30 minutos. A deteccédo da
fluorescéncia emitida pelo fluorocromo FITC foi realizada por citometria de fluxo
apos excitacdo a 488 nm, nos canais de fluorescéncia FL1 (Anexina-V) x FL2 (PI).

Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.2.8 Andlise da expressao de marcadores por citometria de fluxo

Apos o tratamento das células como descrito na se¢éo 2.2.6, as células foram
fixadas em tampdo FACSFlow com paraformaldeido (2,5%) por 1 hora e as
membranas permeabilizadas com Triton X-100 (0,1%), por 30 minutos a 4 °C. As
suspensdes celulares foram lavadas e resuspendidas em tampdo FACS flow e
adicionado 1 pg do anticorpo primario especifico para o marcador: anti-citocromo c,
anti-Bcl 2 (B cell lynphoma 2), (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, EUA) e
anti-caspase-3 (Abcam). Na avaliagdo do receptor de superficie envolvido na
angiogénese VEGF-R1 (Vascular endothelial growth fator receptor 1) foi adicionado
1 ug do anticorpo especifico (Abcam) sem a permeabilizacdo da membrana. Apos 1
hora de incubacado, as células foram centrifugadas 1500 rpm por 10 minutos, e
adicionou-se o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo (Alexa-Fluor® 488 —
Invitrogen) e incubado por mais 1 hora a 4 °C protegidos da luz. Apés a ligagéo
especifica dos anticorpos, as células foram lavadas e resuspendidas em 200 uL de
tampdo FACSFlow. A aquisicdo da expressdo do marcador foi realizada em

citometro de fluxo FACSCalibur em canal de fluorescéncia FL2 (PE).
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2.3 Modelo experimental in vivo

Neste trabalho foram utilizados camundongos fémeas da linhagem BALBI/c,
com aproximadamente 2 meses de idade, pesando entre 22 a 26 g, fornecidos pelo
Biotério Central do Instituto Butantan. Os animais foram alimentados com racgéo
peletizada e agua ad libitum e ciclo claro-escuro de 12 horas.

Os procedimentos experimentais utilizando animais descritos neste trabalho
foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan
(Protocolo CEUAIB n° 765/10), e realizados de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

2.3.1 Manutencao e implantacéo do tumor de Ehrlich

A manutencdo in vivo das células tumorais do adenocarcinoma de mama de
Ehrlich foi realizada através de passagens sucessivas das células tumorais, obtidas
de camundongos portadores do tumor ascitico a camundongos sadios apos a
inoculacéo intraperitoneal de 10* células, realizado a cada 14 dias.

Como modelo experimental foi utilizado o Tumor de Ehrlich na forma ascitica
(TEA) e o modelo ortotépico do tumor de Ehrlich forma sdlida (TES). Foram
utilizados 18 camundongos inoculados com 10 células tumorais pela via
intraperitoneal para o desenvolvimento do TEA, e 15 camundongos inoculados com
5x10% células no subcutaneo da regido inguinal correspondente a 92 glandula
mamaria (Figura 5) para o desenvolvimento do TES. Conforme esquematizado na
figura 6, as 42 e 92 glandulas mamarias sao geralmente as melhores para estudos de
tumorigénese, por causa da sua orientacdo ao nédulo linfatico, locomocé&o do animal

e facilidade na avaliacéo pelo manipulador (GALVEZ, 1999).
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Figura 6 - Localizacdo anatdbmica e numero de glandulas mamérias em
camundongos.

Vista ventral mostrando a 9° glandula mamaria (seta vermelha) onde foram inoculadas as células
tumorais.
Fonte: Galvez, 1999.

2.3.2 Protocolo de tratamento dos animais portadores do tumor de Ehrlich com a

jararagina

Apos 24 horas da inoculacdo das células tumorais, grupos aleatorios de
animais foram subdivididos em trés subgrupos: grupo controle que receberam
solucéo salina, grupo tratado com jararagina 400 nM e grupo tratado com jararagina
800 nM. O tratamento foi realizado diariamente, administrado pela via intraperitoneal
para 0s grupos com TEA e pela via subcutanea proximo ao mamilo para obtencéo
de efeito local no grupo com TES. Abaixo a distribuicdo dos grupos experimentais e
numero de animais utilizados:

e Grupo 1: TEA solucéo salina (n = 6);
e Grupo 2: TEA jararagina 400 nM (n = 6);
e Grupo 3: TEA jararagina 800 nM (n = 6);
e Grupo 4: TES solucéo salina (n = 5);
e Grupo 5: TES jararagina 400nM (n = 5);
e Grupo 6: TES jararagina 800 nM (n = 5);

e Grupo 7: camundongos normais sem tumor (n=5).
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2.3.3 Avaliacédo do crescimento do tumor e probabilidade de sobrevida

Durante o periodo experimental foi mensurado diariamente o volume do tumor
como também o peso dos animais em todos 0s grupos experimentais. A avaliacdo
do crescimento tumoral nos grupos com TEA foi realizado pela diferengca do volume
da cavidade abdominal com tumor no 3°, 9° e 16° dia (Vs. volume final) menos o
volume da cavidade abdominal antes da inoculac&o das células tumorais (V,: volume
inicial). As medidas do comprimento e largura foram obtidas pela documentagcéo em
sistema de imagen in vivo MS FX PRO (Carestream, Woodbridge, CT, USA) por 1
min, apds anestesia dos animais com Xilazina/Cetamina (90 mg/K e 15 mg/K)
administrada pela via intramuscular.

Nos animais portadores de TES, o crescimento do tumor foi avaliado pelas
mensuragbes das dimensdes de comprimento e largura da massa do tumor
realizada semanalmente com o uso de um paquimetro digital (Mitutoyo, mensuracéo

0,01mm) e o célculo do volume do tumor obtido pela formula:

Comprimento (cm) x [Largura (cm)]?
2

Volume do Tumor (cm3) =

A taxa de sobrevida dos animais foi analisada por meio do teste de
probabilidade de sobrevida global de Kaplan-Meier, obtida pelo programa GraphPad

Prism Versao 5.0.

2.3.4 Anadlise do perfil hematolégico

O perfil hematoldgico dos animais portadores do TEA foi determinado no 7° e
14° dias ap6s a inoculacdo das células tumorais, enquanto nos animais portadores
do TES foi determinado no 7°, 14°, 21°, 28° e 49° dias de experimentacdo. As
amostras de sangue periférico foram coletadas do plexo submandibular dos
camundongos (Protocolos do National Institutes of Health, EUA ARAC, 2010) e
realizadas as diluicBes para a contagem direta de leucdcitos totais (diluicdo 1/20 em
solucdo de Turk), plaquetas (diluicdo 1/20 em solucdo de oxalato de amdnio) e
eritrocitos (diluicdo 1/1000 em PBS) e contados em camera de Neubauer. Apos a

contagem, foram preparados os esfregacos de sangue e corados pelo método
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panético para hematologia (metanol, eosina, hematoxilina, BIO-COR) para a
determinacao do numero diferencial e outros aspectos citoldgicos.

Nos camundongos portadores do TES foi realizada a contagem de reticulocitos
no sangue coletada apés o 49° dia de tratamento. Brevemente, foram misturados 20
UL de sangue com 20 pL de corante azul de cresil brilhante, incubado em banho
maria 37 °C por 20 minutos, e realizados os esfregacos. A leitura realizada em
microscopio 6ptico em o6leo de imersdo, e 0s valores expressos em porcentagem

meédia por campo, sendo contados em meédia 20 campos por [amina.

2.35 Andlise do infiltrado inflamatério no TEA

Foram coletados 200 pL do conteddo peritoneal dos camundongos
portadores do TEA ap6s o 7 e 14 dias de tratamento, e lavados com PBS por
centrifugacdo a 1200 rpm por 10 minutos. O botdo celular foi utilizado para a
determinacdo das populacdes celulares, fases do ciclo celular e a expressao dos
marcadores. Todas as amostras foram armazenadas a -20 °C na presenca de crio

protetores até 0 momento de sua analise

2.3.6 Necropsia dos Animais (Lesfes internas e Metastases)

Nos animais portadores do TEA a necropsia foi realizada no dia da morte,
coletando-se o liquido ascitico e érgaos internos e determinando-se o volume total
do liquido ascitico e a relacdo plasma e volume celular. Foram quantificadas as
sustancias reativas ao acido tiobarbitirico e proteinas totais presentes no
sobrenadante. No grupo de animais com TES, ap0s a eutanasia em camara de CO,
realizada no 49° dia de experimentacdo, a coleta dos tumores foi realizada. Uma
fracdo do tumor foi fixada em glutaraldeido 5% para andlise por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e outra fracdo armazenada em formol 10% para
analise histoldgica. O restante foi digerido com solucao de digestédo (Colagenase tipo
IV-Sigma), filtrado e armazenado com alcool 70% ou paraformaldeido 3% para a
avaliacao das fases do ciclo celular.

Os 6rgaos internos (pulméo, baco, figado e rins) foram retirados, pesados, e
avaliados as possiveis alteragcbes macroscopicas ou lesdes internas, como

metéastases, e finalmente foram colocados em formol 10% para posterior analise
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histolégica. O peso relativo foi calculado em relagdo a percentagem do peso do

animal.
2.3.7 Andlise do conteudo de DNA por citometria de fluxo

As células do TEA coletadas no 7° e 14° dia e do TES no 49° dia fixadas em
alcool 70%, foram lavadas com PBS al1200 rpm por 5 minutos e ressuspendidas em
200 pL de tampado FACSflow, sendo marcadas com iodeto de propideo, conforme
descrito na secao 2.2.6. A aquisicdo dos dados foi realizada no citometro de fluxo e
os dados das amostras analisadas por density plot, os resultados expressos em
porcentagem média de cada populacdo celular em relacdo ao volume e a
intensidade de fluorescéncia.

A andlise morfologica das células totais contidas na cavidade peritoneal dos
animais com TEA foi realizada em comparacdo com as células peritoneais
residentes da cavidade abdominal em animais normais. A coleta das células
residentes da cavidade abdominal foi realizada pela lavagem com PBS estéril e

armazenada nas mesmas condi¢des que as células do TEA.
2.3.8 Analise da expressdo de marcadores por citometria de fluxo

As amostras de células do TEA e TES armazenadas em solucao
paraformaldeido 2.5% foram centrifugadas, ressuspensas em tampéo FACS flow e
ajustadas a concentracéo de 10° células/mL. Nas amostras de ambos 0s grupos, 0s
seguintes marcadores foram avaliados: superficie- CD34, CD44, VEGF-R1, IL-6r, IL-
1r e citoplasmaticos- caspase-3, citocromo c¢, e p53. Os procedimentos para
marcagdo com 0s anticorpos primarios e secundarios foram descritos na sec¢éo
2.2.6. A aquisicdo da expressao do marcador foi realizada em citdmetro de fluxo em
canal de fluorescéncia FL2 para o fluorocromo vermelho PE (Ficoeritrina) ou FL1
para o fluorocromo verde FITC (isotiocianato de fluoresceina).

Os marcadores avaliados foram classificados em: marcadores de inflamacao
(IL-1r, IL-6r), marcadores da regulacdo do ciclo celular e morte celular (p53,
caspase-3 e Anexina V/PI), marcador de invaséo e migragéo (CD44), marcadores de
angiogénese (VEGF-R1 e CD34) e marcadores envolvidos na atividade mitocondrial

(citocromo-c, potencial elétrico mitocondrial).
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2.3.9 Marcadores de Morte Celular Anexina-V (Apoptose)/Pl (Necrose) em TEA

As células do TEA fixadas em solucdo de paraformaldeido 2.5% foram
centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, ressuspensas em 100 yL de tampé&o de
ligagdo como descrito anteriormente, contendo 10 uL de iodeto de propideo/PE (20
Mg/mL), 1 ug de anexina-V/FITC e incubadas por 30 minutos. A leitura da quantidade
da expressdo de Anexina V e PI foram realizadas no citbmetro de fluxo nos canais
de fluorescéncia FL1 (Anexina V) x FL2 (P1).

2.3.10 Analise do Potencial Elétrico Mitocondrial (Aym)

A andlise do potencial elétrico mitocondrial nas amostras dos tumores TEA e
TES foi realizada por citometria de fluxo utilizando como sonda a rodamina 123 nas
amostras das células do TEA e TES. A rodamina 123 (Rh123 - Sigma Chemical Co.
St. Louis, MO, EUA) é um fluorocromo catidénico atraido pelo elevado potencial
elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no interior na
desta organela e sendo utilizado como um fluorocromo especifico para a marcacao
de mitocbndrias ativas.

As amostras de células fixadas em &lcool-RNAse contendo RNAse-A (10
mg/mL), foram centrifugadas, lavadas e ressuspendidas em 100 pL de tampéao
FACSflow contendo 5x10* células/mL, adicionados 5 pL de rodamina 123 (5 mg/mL)
e incubadas a 37 °C por 30 minutos. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 1500 rpm e o bot&o celular ressuspendido em 100 pL de solucdo tampao
FACS. A analise e aquisicdo das modificacbes do potencial elétrico mitocondrial
foram realizadas em citdmetro de fluxo pela aquisicdo de 10.000 eventos no canal
de fluorescéncia FL1-H. Os dados foram analisados pelo programa WinMDI 2.9 e os

resultados reportados como percentagem da intensidade de fluorescéncia.

2.3.11 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras dos tumores (TES) tratados e controle foram fixadas em
glutaraldeido 5% a 4 °C. Apos o tempo de fixacdo, as amostras foram lavadas em
PBS 0,1M, agua destilada, fixadas em tetréxido de 6smio (1%) e desidratadas em

série crescente de alcool etilico (50°-100°). Apds o periodo de sete dias, a secagem
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dos tumores foi realizada em aparelho com ponto critico, utiizando CO, e
subsequente recobrimento metalico com ouro por sputtering (EMITECH K550), com
analise e fotodocumentacdo em microscopio eletrénico de varredura LEO 435VP
Zeiss (Carl Zeis Alemanha) do Programa de Pdés-Graduacdo dos Animais

Domésticos e Silvestres da Faculdade de Medicina Veterinaria — USP.

2.3.12 Processamento e andlise histopatolégica

As amostras de tumores e 6rgaos internos (ganglios linfaticos inguinais, baco
e figado) coletadas dos diferentes grupos de tratamento do TES foram fixadas em
formol tamponado a 10%. Os tecidos foram lavados em alcool de 70%, desidratados
em concentragdes crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90%) em intervalos de 60
minutos cada, passados 3 vezes em alcool absoluto e 1 vez em Xilol. As amostras
foram posteriormente incluidas em parafina e seccionadas em cortes de 5 ym de
espessura no microtomo (Carl Zeiss). Os cortes histolégicos foram colocados em
laminas de microscopia e submetidos a coloragéo histoldgica de hematoxilina-eosina
(H.E.), além de citoquimica Picrosirius-red e Tricrbmico de Masson nas amostras
dos tumores. A coloracdo para Picrosirius-red permitiu a obtencdo do percentual de
area de depésito de colageno por area do tumor pelo programa de andlise
morfologico Imagem J versao 14.1. Foram escolhidos 10 campos aleatérios em cada
grupo e para estimar a média de depdésito do colageno, representando-se a média +
desvio padrédo em grafico de barras. Qualitativamente, a deposicdo de colageno foi
diferenciando em trés graus: grau | (fibrose focal discreta), grau Il (fibrose extensiva

de discreta a moderada) e grau lll (fiborose multifocal de moderada a severa).

2.4 Andlise dos resultados

Os resultados foram expressos como média += dp e analisados
estatisticamente pelo teste de Variancia simples ANOVA, seguido pelo teste de
comparacao multipla de Tukey-Kramer. Para verificar o efeito da interacao entre dois
0 mais fatores (tratamento x tempo x volume do tumor) utilizou-se a analise de
variancia de ANOVA com multiplos fatores, seguido do teste de Bonferroni. As
diferencas significantes entre o grupo controle e os grupos tratados com jararagina
foram indicadas por * (p < 0,05), ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001).
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacdo da atividade hemorragica da jararagina na rede vascular da

membrana corioalantéide (MCA) de embrides de galinha

A atividade hemorragica in vivo da jararagina nas concentracdes de 400 e 800
nM em membrana corioalantéide de ovos embrionados de galinha foi avaliada apés
7 dias de tratamento. ApOs a abertura e exposicdo do embrido e anexos
embrionarios foi observado nos grupos tratados com jararagina, a formacdo dos
Nnovos vasos sanguineos que apresentaram alteragbes marcantes em sua
organizacdo da rede vascular embrionaria, com a presenca de micro hemorragia
periférica (seta preta) e destruicdo capilar nos grupos tratados com jararagina 400
nM (B) e 800 nM (C), demonstrando seu efeito e potencial hemorragico. Entretanto,

0 grupo controle mostrou microvasculatura normal, sem hemorragias (Figura 7).

Figura 7 - Avaliacdo da atividade hemorragica da jararagina em MCA, grupos
controle (A), jararagina 400 nM (B) e 800 nM (C).
L Fs '.' c .
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3.2 Avaliag@es in vitro dos efeitos da jararagina em células normais e tumorais

de adenocarcinoma mamario

3.2.1 Avaliacédo da citotoxicidade celular pelo método colorimétrico MTT

As linhagens de células tumorais e normais humanas e murinas tratadas com
diferentes concentracdes de jararagina (75, 150, 300, 600, 1200, 2400 e 4800 nM)
mostraram efeitos tempo/concentracdo dependentes nos diferentes tratamentos,
apresentando diferencas significantes de sensibilidade entre as linhagens (Figura 8).
Os valores de ICso obtidos foram 3980, 3170, 619 e 560 nM para as linhagens
humanas tumorais MCF-7 e T47D, e normais FN1 e HUVEC, respectivamente, e de
598 e 1355 nM para as linhagens murinas TEA e L929, respectivamente, apos 24
horas de tratamento. O tratamento por 48 e 72 horas diminuiu a viabilidade celular
em todos os tipos celulares, enquanto a linhagem T47D mostrou uma recuperacao
na adesdo ao substrato e viabilidade nos tratamentos menores ao ICsy (Tabela 1).
As linhagens tumorais humanas MCF-7 e T47D apresentaram viabilidade celular
significativamente maior (**p < 0,01) quando comparadas as células humanas
normais (HUVEC e FN1), apds o tratamento com as concentragdes de 2400 e 4800
nM de jararagina. Nas células murinas observou-se o efeito inverso. Os fibroblastos
L929 apresentaram maior viabilidade que o tratamento das células do TEA em
concentragdes de 1200, 2400 e 4800 nM de jararagina. A concentracdo de 75 nM de
jararagina ndo mostrou diferencas significativas na diminuicdo da viabilidade em

todos os tipos celulares estudados.

Tabela 1 - Valores do ICso das linhagens celulares tumorais e normais humanas e
murinas apoés tratamento com jararagina.

_ IC 50 [NM/ Q]
Linhagem
24 h 48 h 72 h

Normais FN1 619 (3,1) 317 (1,59) 460 (2,3)

HUVEC 560 ( 2,8) 142 (0,71) 120 (0,6)
Tumorais T47D 3170 (15,9) 1940 (9,7) 1960 (9,8)

MCF-7 3980 (20) 2190 (11) 1130 (5,65)

L929 1355 (11,8) 1160 (5,9) 884 (4,42)

TEA 598 (3,0) 570 (2,85) 490 (2,45)
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Figura 8 - Viabilidade celular apés tratamento com jararagina avaliado pelo teste
colorimétrico MTT
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resultados expressos em porcentagem de viabilidade comparados ao controle sdo representados
como média + dp de trés experimentos independentes.
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3.2.2 Avaliacao das alteracdes morfoldgicas

Entre os efeitos de toxicidade da jararagina que influenciaram na viabilidade
celular estdo as alteracdes na morfologia das linhagens aderentes (MCF-7, T47D,
HUVEC, FN1 e L929) apés a exposicdo nas concentracdes de 300, 600, 1200, 2400,
4800 nM. Em todas estas linhagens observa-se a retracdo dos prolongamentos
citoplasmaticos e formacdo de agregados multicelulares, que aumentaram de
tamanho quando expostos as maiores concentracdes. Na concentracdo de 4800 nM,
algumas linhagens com maior sensibilidade apresentaram a formagédo de debris
celulares como as linhagens HUVEC e L929 que predominaram apdés 48 e 72 horas
de tratamento.

As células do TEA nao formaram agregados, devido as caracteristicas do tipo
celular que crescem em suspensao no fluido ascitico. Os aspectos morfologicos das
culturas celulares apos tratamento com diferentes doses de jararagina durante 24,
48, e 72 h sao ilustrados nas figuras 9 (FN1), 10 (HUVEC), 11 (T47D), 12 (MCF7),
13 (L929) e 14 (TEA). As imagens foram capturadas em microscopio de luz invertido

com aumento de 200X.
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Figura 9 - Aspecto morfologico da cultura de fibroblasto humano FN1 tratada com
diferentes concentragdes de jararagina por 24, 48 e 72 horas. -

AT R 1.5 :

Controle

nM de Jararagina

2400

4800

Observar a perda dos prolongamentos citoplasmaticos fusiformes, formagdo de agregados
multicelulares (seta preta) e debris (seta vermelha), tempo/concentracdo dependentes, Aumento
200X.
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Figura 10 - Aspecto morfoldgico da cultura da célula endotelial humana HUVEC

tratada com diferentes concentracdes de jararagina por 24, 48 e 72 h.
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Foram observadas perdas dos prolongamentos fusiformes, e formacédo de agregados multicelulares
(seta preta) e debris (seta vermelha) tempo/concentracdo dependente, aumento 200X.
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Figurall - Aspecto morfolégico da cultura de células de tumor de mama humano
T47D tratadas com jararagina por 24, 48 e 72 horas.
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Observa-se formacdo de agregados celulares (seta verde), e as concentragbdes de 600 e 1200 nM
apos 48 h de exposicao observa-se a adesado e espraiamento de células com aspecto fibroblastoide,

aumento 200X.
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Figura 12 - Aspecto morfolégico da cultura de células de tumor de mama humano

MCF7 tratadas com jararagina por 24
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Observa-se a formagéo de estruturas multicelulares dimensionais (seta preta) tipo esferoides a partir
da concentracé@o de 600 nM, e a presenca de debris celulares (seta vermelha), aumento 100X.
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Figura 13 - Aspecto morfologico da cultura de fibroblasto murino L929 tratadas com

jararagina por 24, 48 e 72 horas.
AR A N

Y ';"f":; ol R X ey, 1t %??E‘%z' 2
L % IR S 1 _,D‘ T‘:'L"E,:‘
o fade? & Xy X
E u,c;"’:’} %, V/J‘_‘
2 N Vi
O 2 ;!'
75
150 &
300
(3]
c
E=)
& 600
(1]
©
-
D
©
=
c
1200
2400
4800

Observa-se perdas dos prolongamentos fusiformes, formagcdo de agregados multicelulares (seta
preta) e debris (seta vermelha) tempo/concentracdo dependentes, aumento 200X.
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Figura 14 - Aspecto morfolégico da cultura de células do TEA tratadas com
jararagina 24, 48 e 72 horas.
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Observa-se debris celulares (seta vermelha) a partir da concentracdo de 600 nM de jararagina.
Aumento 200X.
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3.2.3 Avaliacéo da viabilidade celular pelo método de exclusdo do azul de tripan

O tratamento das linhagens celulares com jararagina resultou em um drastico
descolamento celular que foi acompanhado da formacdo de agregados no
sobrenadante. A avaliagdo da viabilidade das células contidas no sobrenadante pelo
método de exclusdo do azul de tripan foi realizada apés a perda de aderéncia celular
dose/tempo-dependente.

Em linhagens humanas, apos 24 horas, a viabilidade celular foi maior que
90% quando tratadas até a concentracdo de 2400 nM, com excecdo da célula
endotelial HUVEC que foi a mais sensivel. A concentracdo de 4800 nM diminuiu
significativamente a viabilidade em quase todas as linhagens celulares, com execéo
da T47D que foi a mais resistente ao tratamento. Esses dados corroboram com as
concentracdes inibitérias 1Cso obtidas nos experimentos de MTT. Apés 48 e 72
horas, a viabilidade celular diminui significativamente nas células normais, enquanto
as células tumorais apresentam viabilidade celular em média de 50% (Tabela 2).

As linhagens celulares murinas mostraram-se mais sensiveis ao tratamento
com jararagina. Entre elas, os fibroblastos normais L929 apresentaram viabilidade
significativamente maior que as células de TEA, mostrando também um efeito
tempo/concentracdo dependentes. Os dados estdo apresentados na Tabela 2.

As imagens dos aspectos citoldgicos da viabilidade celular corada (inviaveis)
e nao coradas (viaveis) pelo teste de exclusdo do azul de tripan obtidos na camara
de Neubauer estéo ilustrados nas figuras 15 a 19.

Na figura 15, fibroblastos humanos FN1 (A) e células endoteliais HUVEC (B),
no grupo tratado com jararagina, ha inducdo de morte celular com formacéo de
vacuolos refringentes e densos no citoplasma nas concentracdes de 1200 a 4800
nM. Entretanto, nas concentraces de 2400 e 4800 nM apds 48 e 72 horas as
células HUVEC tornam-se picnéticas com degeneracdo celular acentuada e

significativa diminuig&o na viabilidade celular.
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Tabela 2 - Viabilidade celular das linhagens celulares pelo método de exclusédo do

azul de tripan, apoés 24, 48 e 72 horas de tratamento com jararagina

Linhagem Viabilidade celular (%)/concentragéo da jararagina
Tempo
celular (horas) (M)
600 1200 2400 4800
24 95+2,3 93+3,2 90 +3,2 78 +4,0
FN1 48 76 £8,3 78+9,.2 64 +8,6 15+3,.2
72 52 +6,3 32 +54 28+45 12+26
H
U Normal 24 95 + 3,2 92+4,2 74+56 50 + 4,5
M HUVEC 48 54 +7,9 36+4,3 2842
A 72 18 +5,.2 17 +2,4 16+3,4
N
o) 24 9715 9721 96 +3,2 95+3,6
T47D 48 95+24 87+23 84 +5,6 78 +4,1
72 83 +3,2 76 +3,1 71+4,0 68 +5,4
Tumoral 24 92 45,6 91495 90 7,3 85 +7.9
MCF-7 * 48 80+7,.2 74 +7,2 68 +5,4 54 +6,3
72 82+7,8 63 +6,8 55+6,3 45 +5,7
24 94 +3,7 93 +3,1 92 +4,6 87 +5,4
M Normal L929 48 90+238 70 +4,6 20+6,2
U 72 21+58 0 0
R
[
N 24 92 +53 90 +4,8 70,9+6,1 28 +4.2
o Tumoral
TEA 48 82+4,6 18 +4,6 0 0
72 79+3,8 0 0 0

Valor expresso em porcentagem média + dp
(*) Contagem estimado na proporcao da area com células viaveis nos esferoides
(0) Células mortas ou presenca de debris celulares
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Figura 15 - Aspecto citolégico dos fibroblastos humanos FN1 (A) e HUVEC (B) ap6s
tratamento com jararagina, avaliadas pelo método de exclusdo do azul
de tripan, células inviaveis cor azul.

nM de Jararagina

nM de Jararagina

24h 48 h 72h

Fibroblasto humanos FN1 (A) e HUVEC (B) mostraram a presenga de vacuolos (seta vermelha), e
células picnéticas (seta preta) com a formacdo de debris e microndcleos (azuis) nas concentragdes
de 1200 a 4800 nM. Aumento 400X.
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Nas células tumorais humanas, foram observadas diferencas na densidade
celular e compactacdo dos agregados. As células tumorais T47D foram
desagregadas e ao microscopio apresentaram-se individualizadas e viaveis (Figura
16), enquanto as células tumorais MCF-7 formaram agregados celulares compactos
tipo esferoides, rodeados de células com perda da viabilidade celular (Figura 17).
Apds a homogeneizacdo mecanica, estes agregados multicelulares do tipo
esferoides foram observados em todos os tempos de tratamento. A maior
compactacgao foi obtida nas concentragdes de 1200 e 2400 nM com diminui¢cado da
viabilidade tempo/dose dependentes. Na concentracdo de 4800 nM observa-se a

formacao de agregados menores com maior porcentagem de células mortas.

Figura 16 - Aspecto citolégico das células do tumor de mama humano T47D, apés
tratamento com jararagina por 24, 48 e 72 horas, avaliada pelo método
do azul de tripan.

nM de Jararagina

As células de tumor de mama T47D mostraram a presenca de vacuolos refringentes e densos (seta
vermelha) com alta porcentagem de células vidveis nas concentra¢des de 600 a 2400 nM. Captura da
imagem em microscopio optico. Aumento 400X.
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Figura 17 - Aspecto citolégico das células do tumor de mama humano MCF7, ap4s
tratamento com jararagina por 24, 48 e 72 h. avaliada pelo método de
exclusdo do azul de tripan.
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As células de tumor de mama MCF-7 mostraram a formacdo de agregados multicelulares do tipo
esferéides, com células viaveis e mortas (azuis) ao redor dos agregados de forma tempo/dose
dependentes. Aumento 100X.
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As alteragbes citologicas observadas nas células murinas do TEA e
fibroblastos L929 apds o tratamento com a jararagina estdo mostradas na figura 18.

Nas células do TEA, além do aspecto morfolégico de lise celular mostrado a
partir de concentracdes maiores a 600 nM (Figura 14), foram observadas células
viaveis nos trés tempos de tratamento quando avaliadas por azul de tripan. As
concentracfes maiores a 600 nM mostraram efeitos citotdxicos, com aumento
porcentual da mortalidade celular, formacdo de vacuolos, fusdo lisosomal e
marginilizacdo, acompanhada de fragmentagcdo da membrana citoplasmatica. Os
nucleos celulares apresentavam-se proeminentes e deslocados para a periferia
(Figura 17A).

Em fibroblastos murinos L929 observa-se a formacdo de poucos agregados
celulares regulares e células invidveis com vacuolos e integridade da membrana

citoplasmatica em altas concentragfes de jararagina (Figura 17B).
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Figura 18 - Aspecto citolégico das células do TEA e fibroblasto L929, apds
tratamento com jararagina, avaliadas pelo método de exclusédo do
azul de tripan.

nM de Jararagina

nM de Jararagina

24h 48 h 72h

A) Células de carcinoma de mama murino de Ehrlich (TEA) com formacéo de vacuolos intracelulares
densos, fuséo lisosomal e marginilizagao em células vivas (seta vermelha fina), e células mortas com
nucleo deslocado periférico (azuis). B) Fibroblastos L929 agregados com alguns vacuolos e células
mortas sem perda da morfologia celular (azuis). Aumento 100X.
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3.2.4 Determinacdo de produtos da lipoperoxidacdo (LPO) por quantificagdo de

sustancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A peroxidacao lipidica nas membranas celulares e a formacdo de radicais
livres foram quantificadas pelo método de substancias reativas ao &cido
tiobarbitirico (TBARs). O malondialdeido (MDA) é um dos produtos finais da
lipoperoxidacdo formado pela decomposi¢cdo primaria ou secundaria de produtos
intermediérios, e reage com o &cido tiobarbitrico, sendo amplamente utilizado na
determinacao do estresse oxidativo.

O tratamento com altas concentracbes de jararagina resultou em uma
significante formacdo de radicais peroxidados lipidicos das linhagens normais e
tumorais de mama, com danos oxidativos significativos nas concentracdes de 4800,
2400, e 1200 nM em todas as linhagens (Figura 19). As células endoteliais HUVEC,
fibroblastos humanos FN1 e murinos L929, e células do TEA apresentaram maior
producdo de radicais peroxidados, apos 24, 48 e 72 horas de tratamento com
jararagina. A quantificacdo de TBARs nas linhagens tumorais de mama humana
T47D e MCF-7 revelou menor producéo de radicais livres nas altas concentracdes, a
qgual foi aumentando progressivamente com o maior tempo de incubagdo com a
jararagina. O aumento da producao de radicais livres pode estar relacionado com o
maior numero de células T47D viaveis nos tempos de 48 e 72 horas, enquanto nas
células MCF7 pode estar relacionado as alteracbes morfolégicas (esferoides), com
maior producdo de radicais livres ap0s 72 horas nas concentragdes de 4800 e 2400
nM.
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Figura 19 - Quantificacdo de radicais livres poliinsaturados peroxidados
(Malondialdeido — MDA) formados no sobrenadante das culturas das
linhagens normais e tumorais tratadas com jararagina. Linhagens
celulares: FN1 (A), HUVEC (B), T47D (C), MCF-7 (D), TEA (E) e
L929 (F).
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Dados expressos em média + dp analisados pelo teste de Variancia ANOVA seguida pelo teste
multiplo de Tukey-Kramer, significancia estatistica p<0,05.
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3.2.5 Andlise das fases do ciclo celular por citometria de fluxo

ApoOs a avaliacdo da viabilidade celular pelos métodos MTT e de excluséao de
azul de tripan, o efeito da jararagina nas fases do ciclo celular foi determinado. As
concentragbes de 600 e 2400 nM foram selecionadas por serem proximas aos
valores do ICso para as linhagens sensiveis e resistentes, respectivamente, apés 24
horas de tratamento. Foram coletados o0s agregados celulares tanto do
sobrenadante como das células aderentes apOs tripsinizacdo e avaliados por
citometria de fluxo. Os histogramas mostram a porcentagem de células distribuidas
nas diferentes fases do ciclo celular GO /G1, S e G2/M, e células sub-G1.

Observa-se que a jararagina altera a proporcdo das células nas diferentes
fases do ciclo celular, com variacGes no efeito citotoxico entre as linhagens celulares
tumorais e normais. O valor da porcentagem média + dp das células nas fases do
ciclo celular e os histogramas representativos estdo apresentados nas figuras a

seqguir e as informacdes das alteracfes estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Efeito da jararagina no ciclo celular apés 24 horas de tratamento.

Jararagina (nM)

Linhagem celular 600 nM 2400 nM
FN1 1GO/G1, 1S |GO/G1, 1S
HUVEC 1G0/G1, 1G2/M 1S
T47D 1GO/G1, 1S 18, |GO/G1
MCF-7 1 GO/G1, | S 1G2/M
L929 | Go/G1 1S
TEA 1S 1S

Aumento (1) ou diminuicdo (| ) das fases do ciclo celular: GO/G1, S e G2/M.
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Em fibroblastos humanos normais FN1, o tratamento com jararagina nas
concentracbes de 600 e 2400 nM aumentou significativamente a proporcado de
células na fase S (***p<0,001), diminuindo as fases GO/G1 e G2/M. Além disso, 0
tratamento com na concentracdo de 2400 nM aumentou significativamente a
porcentagem de células em sub-G1 (18,4%) em comparacdo ao controle (Figura
20).

Figura 20 - Avaliacdo do ciclo celular em células de fibroblasto humano FN1 apdés
24 horas de tratamento com jararagina e grupo controle.
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(A) Histogramas representativos da quantificacdo de DNA obtidos por citometria de fluxo para o grupo
controle e tratado com jararagina nas concentracdes de 600 nM, 2400 nM, mostram aumento da fase
S nas células tratadas com a jararagina, (B) Grafico de barras representativo da distribuicdo das
fases do ciclo celular expressos em porcentagem medias + dp (n=3), e analisados por citometria de
fluxo. Teste de Variancia de ANOVA seguido do teste de Tukey Kramer, *(p<0.5), ***(p<.0,001).



75

As células endoteliais humanas HUVEC tratadas com 600 e 2400 nM de
jararagina apresentaram aumento significativo na porcentagem de células em sub-
G1 em torno de 35% (p<0,001), mostrando a suceptibilidade desta célula em ambas
as concentracbes, com consequente significativa diminuicdo das fases GO0/G1
(p<0,01) e aumento de de G2/M (Figura 21).

Figura 21 - Avaliacao do ciclo celular em células endoteliais humanas HUVEC apés
24 horas de tratamento com jararagina e grupo controle.
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(A) Histogramas representativos da quantificacdo de DNA obtidos por citometria de fluxo para o grupo
controle e tratado com jararagina nas concentracdes de 600, 2400 nM, mostrando aumento das
células em sub-G1 ap6s tratamento com a jararagina, (B) Gréfico representativo da distribui¢cdo das
fases do ciclo celular expressos em porcentagem medias + dp (n=3), e analisados por citometria de
fluxo. Teste de Variancia de ANOVA seguido do teste de Tukey Kramer, ***(p<.0,001).
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Em células tumorais T47D, o tratamento com a jararagina nas concentracdes
de 600 e 2400 nM induziu aumento significativo (p<0,001) na propor¢cao de células
na fase S, e diminuicdo significativa da fase GO/G1 (p<0,001). A porcentagem de
células em sub-G1 também aumentou significativamente a 11% na concentracao de
2400 nM (p<0,05), (Figura 22).

Figura 22 - Avaliacdo do ciclo celular em células do tumor de mama humano T47D
apos 24 horas de tratamento com jararagina e grupo controle.
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(A) Histogramas representativos da quantificacdo de DNA obtidos por citometria de fluxo para o
grupo controle e tratado com jararagina nas concentracdes de 600, 2400 nM, mostrando aumento
da fase S nas células tratadas com a jararagina, (B) Grafico representativo da distribuicdo das fases
do ciclo celular expressos em porcentagem medias + dp (n=3). Teste de Varidncia de ANOVA
seguido do teste de Tukey Kramer, *(p<0.5), ***(p<.0,001).
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Em células tumorais MCF7 o tratamento por 24 horas com jararagina nas
concentracbes de 600 e 2400 nM, induziu significativo aumento da proporcdo de
células em Sub-G1. A concentracdo de 600 nM aumentou a proporc¢éo de células na
fase GO/G1 e diminuiu a fase S quando comparada ao grupo controle (Figura 21). A
porcentagem de células em sub-G1 aumentou significativamente a 27% e 15% nas

concentracfes de 600 e 2400 nM, respectivamente (Figura 23).

Figura 23 - Avaliacao do ciclo celular em células do tumor de mama humano MCF-7
apos 24 horas de tratamento com jararagina e grupo controle.
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(A) Histogramas representativos da quantificacdo de DNA obtidos por citometria de fluxo para o grupo
controle e tratado com jararagina nas concentracdes de 600, 2400 nM, mostrando o aumento das
celulas em sub-G1 nas células tratadas com a jararagina, (B) Grafico representativo da distribuicéo
das fases do ciclo celular expressos em porcentagem media + dp (n=3). Teste de Variancia de
ANOVA seguido do teste de Tukey Kramer, *(p<0.5), ** (p<0,01), ***(p<.0,001).

As células tumorais de mama humana MCF7 formaram ap0s o tratamento com
jararagina estruturas tubulares visiveis macroscopicamente com compactacao
celular. Quando observadas ao microscoépio invertido a concentracdo de 600 nM
mostra esferdides isolados de tamanhos variaveis e estruturas pouco alongadas
dispersas, concentragdes de 1200 e 2400 nM mostraram a formag&o de estruturas

tubulares circulares. Na maior concentragao o tratamento foi capaz de induzir grande
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guantidade de célula em protedlises e debris celulares (Figura 24). As outras
linhagens celulares tumorais de mama néo produziram in vitro, apos o tratamento

com jararagina, a formacéao de estruturas esferdides ou do tipo tubulo-acinar.

Figura 24 - Formagéo de estrutiras ductais em células tumorais de mama humana
MCF7, ap6s o tratamento com jararagina.
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Nota-se a formagédo a formacgédo de estruturas tubulares alongadas apés 24 horas de tratamento, e
diferentes aspectos microscopicos dos ductos, aumento 40X, controle 200X.
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Nos fibroblastos murinos L929, o tratamento com jararagina diminuiu a fase
GO0/G1 em ambas as concentracfes de tratamento, e 2400 nM induziu significativo
aumento (p>0,001) na proporcdo de células em sintese e G2/M, possivelmente
diminuindo a resposta proliferativa (Figura 25). A proporcdo de células em sub-G1
aumentou significativamente a 8 e 40% nas concentragdes de 600 e 2400 nM,

respectivamente (***p<0.001).

Figura 25 - Avaliacéo do ciclo celular em células de fibroblasto murino L929, apds
24 horas de tratamento com jararagina e grupo controle.
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(A) Histogramas representativos da quantificacdo de DNA obtidos por citometria de fluxo para o
grupo controle e tratado com jararagina nas concentracdes de 600, 2400 nM, mostrando diminuicdo
da fase GO/G1 e aumento das celulas em sub-G1 nas células tratadas com a jararagina, (B) Grafico
representativo da distribuicdo das fases do ciclo celular expresso em porcentagem media + dp
(n=3). Teste de Variancia de ANOVA seguido do teste de Tukey Kramer, *(p<0.5) e ***(p<.0,001).
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Nas células obtidas do TEA, a jararagina diminuiu a fase GO/G1 e aumentou a
fase S (*** p<0,001) para ambas as concentracdoes de tratamento, estes eventos
foram acompanhados pelo aumento de células em sub-G1 (p<0,01) sendo de 11% e

35% para as concentragdes de 600 e 2400 nM, respectivamente (Figura 26).

Figura 26 - Avaliagédo do ciclo celular em células de tumor de Ehrlich ascitico, apos
24 horas de tratamento com jararagina e grupo controle.
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(A) Histogramas representativos da quantificacdo de DNA obtidos por citometria de fluxo para o
grupo controle e tratado com jararagina nas concentragdes de 600, 2400 nM, mostrando aumento
da fase S, celulas em sub-G1, (B) Grafico representativo da distribuicdo das fases do ciclo celular
expressos em porcentagem medias + dp (n=3). Teste de Variancia de ANOVA seguido do teste de
Tukey Kramer, **(p<0,01) e ***(p<.0,001).
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3.2.6 Avaliacdo da expressdo de marcadores em células normais e tumorais por

citometria de fluxo

3.2.6.1 Expressdo de marcadores de apoptose (Anexina-V) e necrose (PI)

Os efeitos da jararagina sobre as vias de morte celular estdo apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4 - Avaliacdo das proporcdes de células em apoptose ou necrose nas
linhagens celulares apo6s 24 horas de tratamento.

Proporcédo de células (%)

Linhagem
celular Jararagina Jararagina
Controle 600 NM 2400 nM
Viaveis 73 + 7,6 54,5 +8,7 50,9 £45
ENL Apoptose Inicial 11,8 = 4.1 6,5 2,8 46 =13
Apoptose tardia 76 £ 24 21,4 £35* 158 +23
Necrose 76 £ 15 20,8 +3,2* 38,2 £54*
Viaveis 75  + 13 432 4,7 %= 44,2  +4,5 %=
ici 1,1 + 41 9,4 +3,8 3,8 +53
HUVEC Apoptose Inicial
Apoptose tardia 12 + 34 25,7 +35* 24,0 +£54*
Necrose 11 + 25 26,5 + 6,4 ** 32,3 £5,7**
Viaveis 72,4 + 11,6 63,3 +13,7 59,7 £45
ici 27 * 41 +1 7 +
1470 Apoptose Inicial , : 9,3 8 3, 0,9
Apoptose tardia 131 £ 24 25,2 +35* 194 23
Necrose 158 = 15 22,7 +3,3 27,2 +38*
Viaveis 67,1 + 56 53,7 7,7 448 £2,5%*
ici 93 £ 3,7 9,4 +1,1 8,9 +0,9
MCE-7 Apoptose Inicial
Apoptose tardia 128 + 24 198 25 173 £23
Necrose 108 = 15 17,1 +14 294 +£2,3%*
Viaveis 69,8 + 7,6 54,9 + 4,3 ** 50,2 £3,65**
ici 2,7 + +1 1 +
Lopg  Apoptose Inicial , 0,6 3,3 8 ,8 0,9
Apoptose tardia 104 =+ 14 18,8 +25* 151 1.3
Necrose 119 +15 26,7 *16* 28,9 +35%
Viaveis 784 + 56 43,5 + 3,7 *** 429 £ 3,7 **
ici 15 0,8 3,9 +1,2 3,5 +0,9
TEA Apoptose Inicial
Apoptose tardia 121 +14 22,9 +25% 27,3 +£4,5*
Necrose 81 =15 29,7 + 3 ** 31,5 +£52**

Proporgdo de células em apoptose inicial (anexina-V +, PI -), apoptose tardia (anexina-V +, Pl +),
necrose (anexina-V -, Pl +), e celulas viaveis ndo marcadas (anexina-V -, Pl -). expressos em
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Nos fibroblastos humanos FN1 o tratamento com jararagina mostrou aumento
significativo de morte por necrose dose/dependente em comparagdo ao controle,
com 18% e 34% de células mortas por necrose nas concentracdes de 600 e 2400
nM, respectivamente (p<0,05), enquanto a concentragcao de 600 nM induz morte por
apoptose em 20% das células (Figura 27).

Figura 27 - Expressdo de marcadores de morte celular por apoptose (anexina-V)
ou necrose (Pl) em fibroblasto humano FN1, apés 24 horas de
tratamento com a jararagina e controle.
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(A) Gréficos do tipo Dot-plot adquiridos no programa de andlise WinMDI2.9 representativos da
distribuicdo da propor¢céo de células em apoptose inicial, apoptose tardia, necrose e células viaveis,
obtidos por citometria de fluxo; (B) Grafico da distribuicdo das células mortas por apdptose ou
necrose, expressos em porcentagem media + dp (n=3). * representa as diferencas estatisticas
significativas *(p<0.5), ***(p<.0,001).
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Nas células endoteliais humanas HUVEC, ambas as concentracées de 600 e
2400 nM de jararagina induziram aumento significativo na propor¢do de células
mortas tanto por apoptose tardia como por necrose, quando comparadas ao grupo

controle (Figura 28).

Figura 28 - Expressao de marcadores de morte celular por apoptose (Anexina-V)
ou necrose (Pl) em células HUVEC ap0s 24 horas de tratamento com a
jararagina e controle.
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(A) Gréficos do tipo Dot plot adquiridos pelo programa CellQuest representativos da distribuicdo da
propor¢do de células em apoptose inicial, apoptose tardia, necrose e células viaveis. (B) Grafico da
distribuicdo das células mortas por apdéptose ou necrose, expressos em porcentagem média + dp
(n=3). Diferencas estatisticas significativas representadas por ** (p<0,01) e ***(p<.0,001).
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Nas células tumorais de mama T47D, o tratamento com a jararagina induziu
aumento significativo da proporcdo de células em apoptose tardia (26%) na
concentracdo de 600 nM e de células mortas por necrose ( 27%) na concentracao
de 2400 nM (Figura 29). Entretanto, ndo houve diferencas significantes na

porcentagem de células viaveis dos grupos controle e tratados com jararagina.

Figura 29 - Expressdo de marcadores de morte celular por apoptose (anexina-V)

ou necrose (Pl) em células T47D apoOs 24 horas de tratamento com a
jararagina e controle.
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proporcdo de células em apoptose inicial, apoptose tardia, necrose e células viaveis, obtidos por
citometria de fluxo. (B) Grafico da distribui¢cdo das células mortas por apoptose ou necrose, expressos
em porcentagem média + dp (n=3). Diferencas estatisticas significativas representadas por *(p<0.5).
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Em células tumorais MCF-7, a concentracdo de 2400 nM de jararagina induziu
aumento significante na proporcdo de células mortas por necrose até 35%. N&o
houve alteracbes significantes nas propor¢cdes de células em apoptose em
comparacgao ao controle (Figura 30).

Figura 30 - Expressdo de marcadores de morte celular por apoptose (anexina-V)
ou necrose (Pl) em células tumorais de mama MCF-7, ap0s 24 horas de
tratamento com a jararagina e controle.
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propor¢cdo de células em apoptose inicial, apoptose tardia, necrose e células viaveis, obtidos por
citometria de fluxo.( B) Gréfico da distribuicdo das células mortas por apdptose ou necrose, expressos
em porcentagem meédia * dp (n=3). Diferengas estatisticas significativas representadas por
***(p<.0,001).
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Na linhagem de fibroblastos murinos L929, a jararagina na concentracao de
600 nM aumentou significativamente a proporcado de células em apoptose tardia
(18,8% +..2,9) como também mortas por necrose (26% +.2,2), por outro lado, a
concentragéo de 2400 nM de jararagina foi capaz de induzir o aumento de 30% de
células mortas por necrose (Figura 31).

Figura 31 - Expressdo de marcadores de morte celular por apoptose (anexina-V)
ou necrose (Pl) em fibroblasto murino L929, apdés 24 horas de
tratamento com a jararagina e controle.
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propor¢cdo de células em apoptose inicial, apoptose tardia, necrose e células viaveis, obtidos por
citometria de fluxo. (B) Gréfico da distribuicdo das células mortas por apéptose ou necrose, expressos
em porcentagem média + dp (n=3). Diferencas estatisticas significativas representadas por *(p<0.5),
** (p<0,01) e ***(p<.0,001).
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Nas células de TAE o tratamento com jararagina mostrou um padrdo semelhante
para ambas as concentracdes de 600 e 2400 nM, com aumento significativo das
células em apoptose tardia (25%), como de células mortas por necrose (30%).
Estas alteracdes foram acompanhadas pela diminuicdo da proporcdo de células
viaveis. O grupo controle apresentou 78,4% de células viaveis, enquanto 0s grupos
tratados com jararagina apresentaram reducdo significante para 43,5% e 42,9%,

respectivamente, nas concentracdes de 600 ou 2400 nM (Figura 32).

Figura 32 - Expressao de marcadores de morte celular por apoptose (Anexina-V)
ou necrose (PI) em células tumorais TEA, apés 24 horas de tratamento
com a jararagina e controle.
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propor¢cdo de células em apoptose inicial, apoptose tardia, necrose e células viaveis, obtidos por
citometria de fluxo. (B) Gréfico da distribuicdo das células mortas por apdptose ou necrose, expressos
em porcentagem média + dp (n=3). Diferengas estatisticas significativas representadas por **
(p<0,01) e ***(p<.0,001).
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3.2.6.2 Expressao de marcadores celulares

Em células FN1, ap0s 24 horas de tratamento com a jararagina nas
concentracbes de 600 e 2400 nM, observa-se aumento significativo (p<0,001) na
expressdao dos marcadores citocromo-c, caspase-3 clivada, acompanhados de
diminuicdo da proteina anti-apoptotica Bcl-2. Nao houve alteracfes quantitativas na
expressdo do TNFR1 (Figura 33).

Figura 33 - Expressdo da proteina citocromo c, Bcl-2, caspase-3 e TNFR1 por
citometria de fluxo em fibroblastos FN1 tratados com jararagina nas
concentracdes de 600 e 2400 nM e controle.
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Histograma overlay obtido pelo programa WinMDI 2.9 da expresséao de proteinas citocromo ¢ (A), Bcl-
2 (B), caspase-3 (C) e receptor TNFRL1 (D). Grafico de barras da porcentagem de células positivas a
expressdo do marcador (E). Diferencas estatisticas pelo teste de Variancia ANOVA de uma via
representada por *** (p<0,0001).
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Em células HUVEC, a jararagina induz significativo aumento na expressao
de citocromo-c, caspase-3 clivada e diminuicdo da proteina anti-apoptotica Bcl-2, em
ambas as concentracbes de 600 e 2400 nM de jararagina, ap0s 24 horas de
tratamento (Figura 34). N&o houve alteracdes quantitativas na expressao do TNFR1

entre os grupos tratados com jararagina e controle.

Figura 34 - Expressdo da proteina citocromo c, Bcl-2, caspase-3 e TNFR1 por
citometria de fluxo em células HUVEC tratadas com jararagina nas
concentracdes de 600 e 2400 nM e controle.
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Histograma overlay da expresséo de proteinas citocromo c (A), Bcl-2 (B), caspase-3 fosforilada (C) e
receptor TNFRL1 (D). Grafico de barras da porcentagem de células positivas a expresséo do marcador
(E). Diferencas estatisticas obtidas pelo teste de Varidncia de ANOVA de uma via representadas por
** (p<0,01) e *** (p<0,001).
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Em células T47D, ambas as concentra¢cdes de 600 e 2400 nM de jararagina
induziram aumento na expressao de caspase-3 clivada. Na concentracdo de 2400
nM ocorreu aumento significativo na liberacdo de citocromo-c e do receptor TNFR1
com diminuicdo significativa da proteina anti-apoptética Bcl-2, apds 24 horas de
tratamento, como apresentada na figura 35.

Figura 35 - Expressdo da proteina citocromo c, Bcl-2, caspase-3 e TNFR1 por
citometria de fluxo em células T47D tratadas com jararagina nas
concentracfes de 600 e 2400 nM e controle.
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Histograma overlay da expresséo de proteinas citocromo c (A), Bcl-2 (B), caspase-3 fosforilada (C) e
receptor TNFR1 (D). Grafico de barras da porcentagem de células positivas a expressédo do marcador
(E). Diferencas estatisticas pelo teste de Variancia de ANOVA de uma via representadas por *
(p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001).
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Em células MCF-7, a jararagina em ambas as concentra¢cfes induz
significativo aumento na expressdo do citocromo-c e diminuicdo de Bcl-2 na
concentracdo de 600 nM. Na&o foram observadas diferencas na expressao de
caspase-3 clivada e TNFR1 em ambas as concentracdes de jararagina, apos 24
horas de tratamento (Figura 36).

Figura 36 - Expressdo da proteina citocromo c, Bcl-2, caspase-3 fosforilada e
TNFR1 por citometria de fluxo em células MCF-7 tratadas com
jararagina nas concentracdes de 600 e 2400 nM e controle.
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Histograma overlay da expressdo de proteinas citocromo ¢ (A), Bcl-2 (B), caspase-3 (C) e receptor
TNFR1 (D). Gréafico de barras da porcentagem de células positivas a expressao do marcador (E),
diferengas estatisticas pelo andlise de Variancia ANOVA de uma via representadas por * (p<0,05) e
*** (p<0,001).
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Em fibroblasto murino L929, a jararagina induziu aumento significativo na
expressdo dos marcadores citocromo-c, caspase-3 clivada e TNFR1, além de
diminuicao significativa da expresséo do Bcl-2 em ambas as concentracdes de 600 e
2400 nM, ap6s 24 horas de tratamento. Os histogramas e a porcentagem de

expressao dos marcadores estdo apresentados na figura 37.

Figura 37 - Expressdo da proteina citocromo c, Bcl-2, caspase-3 e TNFR1 por
citometria de fluxo em células L929 tratadas com jararagina nas
concentragdes de 600 e 2400 nM e controle.
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Diferencas estatisticas pelo andlise de Variancia ANOVA de uma via representadas por * (p<0,05), **
(p<0,01) e *** (p<0,001).
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Em células do Tumor de Ehrlich ascitico (TEA), o tratamento com a
jararagina induziu aumento significativo na expressado dos marcadores citocromo-c,
caspase-3 clivada, e TNFR1, e diminuicdo de Bcl-2 em ambas as concentragoes,
apos 24 horas de tratamento com jararagina nas concentragdes de 600 e 2400 nM
por 24 horas, como mostrado na figura 38. Em comparacéao aos fibroblastos L929.

Figura 38 - Expressdo da proteina citocromo c, Bcl-2, caspase-3 e TNFR1 em
cultura de células L929 tratadas com jararagina nas concentracfes de
600 e 2400 nM e grupo controle.
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diferencas estatisticas pela analise de Variancia de ANOVA de uma via representadas por * (p<0,05),
** (p<0,01) e *** (p<0,001).
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3.3Avaliacéao in vivo dos efeitos da jararagina

3.3.1 Modelo experimental do Tumor de Ehrlich ascitico (TEA)

3.3.1.1 Peso dos animais e volume do tumor

Apés a implantacdo das células tumorais em camundongos BALB/c, o
crescimento do tumor na cavidade abdominal foi avaliado pelo aumento do peso dos
animais com TEA. Os resultados mostraram que o tratamento com a jararagina na
concentracdo de 400 nM ndo apresentou diferencas estatisticas significativas no
ganho do peso corporal, quando comparado ao grupo controle. Entretanto, o grupo
tratado com jararagina na concentracdo de 800 nM mostrou aumento significativo do
peso em média de 8 £ 1,4% a partir do 13° dia de tratamento, quando comparado
ao grupo controle (Figura 39).

Figura 39 - Variac&do do peso dos camundongos BALB/c portadores do TEA
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Apé6s a inoculacdo das células de TEA, os camundongos BAL/c receberam tratamento diario com
jararagina 400, 800 nM ou solugdo salina grupo controle pela via intraperitoneal. Os animais foram
pesados diariamente, os dados expressos como média = dp e analisados pelo teste de Variancia
ANOVA de duas vias e pos-teste de Bonferroni, * (p < 0.05) e ** (p < 0.01); (n=6).
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A visualizagao da distensédo ventral e lateral da cavidade abdominal obtidas
pelo sistema de captura de imagem MS FX PRO nos dias 3, 9, e 16 apés a
inoculacdo das células tumorais, permitiu a obtencdo das dimensdes de
comprimento e largura para o célculo do volume do tumor como descrito na secao
2.3.3. Os resultados da Tabela 5 ndo mostraram diferencas estatisticas significativas
do volume tumoral entre o grupo controle e os tratados com jararagina 400 e 800

nM. As imagens obtidas do Rx estéo ilustradas na figura 40.

Tabela 5 - Média + dp do volume do TEA dos grupos controle e tratados com
jararagina nas concentracdes de 400 e 800 nM.

Dias ap6s Volume do tumor (cm?)
inoculacéo do
tumor . .
Controle Jararagina 400 nM Jararagina 800 nM
3 0,54 + 0,77 0,30 £ 0,15 0,28 + 0,15
9 4,08 +1,76 5,63+ 1,30 5,16 + 1,60
16 15,9+2,34 15,3+2,48 16,6 £ 1,34

Os dados do volume do tumor foram calculados pela férmula C x L“/2, onde os valores de
comprimento (C) e largura (L) da cavidade abdominal foram obtidos pelo sistema de captura de
imagem MS FX PRO. Os dados nédo apresentam diferencas significativas entre os grupos controle e
tratados.
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Figura 40 - Captura de imagem MS FX PRO representativas de camundongos
BALB/c apos 3, 9 e 16 dias do desenvolvimento do tumor de Ehrlich
forma ascitica.
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Os animais foram anestesiados, para captura da imagem ventral e lateral, e obtencéo
das dimensdes de cumprimento e largura da cavidade abdominal para o célculo do
volume tumoral.
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3.3.1.2 Mortalidade dos camundongos BALB/c portadores do TEA tratados com
jararagina

A taxa de sobrevida dos camundongos com TEA foi avaliada no periodo de
20 dias e analisados pelo teste de probabilidade de sobrevida de Kaplan-Meier, esta
representada na figura 41. As andlises ndo mostraram diferencas na taxa de
sobrevida entre os grupos de tratamento, com log-rank das curvas nao significativo
(p = 0.6913), sendo a média de sobrevida de 17, 18,3 e 18,5 dias para 0s grupos
tratados com jararagina 400, 800 nM e grupo controle, respectivamente.

Figura 41 - Curva de sobrevida dos camundongos BALB/c portadores do TEA
tratados com a jararagina nas concentracdes de 400, 800 nM e grupo
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Taxa de sobrevida de Kaplan-Meier com log-rank né&o significativo (p = 0,6913), (n=6).
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3.3.1.3 Andlise das populactes celulares, fases do ciclo celular e marcadores por

citometria de fluxo

As amostras coletadas das células tumorais contidas na cavidade peritoneal,
apos 7 e 14 dias do tratamento com a jararagina 400, 800 nM e grupo controle foram
analisadas por citometria de fluxo para a quantificacdo da populacédo tumoral e do
infiltrado celular. A populacdo celular presente na cavidade peritoneal dos
camundongos com TEA foi comparada com a populacdo de células residentes no
peritdnio de camundongos normais (sem tumor). As células residentes do peritonio,
obtidas pela lavagem da cavidade abdominal de camundongos normais, incluem
diversos tipos celulares (como macrofagos e fibroblastos), enquanto o tumor ascitico
apresenta abundantes células tumorais ndo aderentes, conjuntamente com as
células residentes. O aspecto citolégico dos tipos celulares normais e de células

tumorais presentes na cavidade peritoneal esta ilustrado na figura 42A e 42B.
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Figura 42 - Aspectos morfologicos das células aderentes do peritdnio de

camundongos da linhagem BAL/c normal (A) e portadores do TEA
(B).
Al

(A) Células residentes do peritbnio de camundongo BALB/c normal obtidas pela lavagem com
PBS e cultivadas a 37 °C por 4 horas para observacao dos tipos celulares aderentes, apds coloracao
com pandtico. Aumento 100X. (B) Células do TEA, observa-se a presenca de células tumorais,
células fusiformes aderentes a placa de cultura (seta vermelha) e raras células inflamatérias (seta
amarela). Aumento 200X.
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A andlise por citometria de fluxo e os gréficos do tipo dot plots representativos
das populacdes celulares, ap6s 7 e 14 dias de tratamento foram obtidos pelo
programa WinMDI verséo 2.9 (parametros X/Y: FSC (Volume)/SSC (Complexidade)
e estao representados na figura 43. A comparagao das populacdes celulares no
fluido ascitico com a populacgéo celular residente do peritbnio mostrou a presenca de
duas populacbes: uma populacdo tumoral denominada R1 (maior volume celular),
que aumenta progressivamente com o tempo do tumor, outra a populacdo R2
correspondente as células residentes do peritonio.

As células residentes da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c
normais, utilizadas como controle negativo, apresentaram em média 2,1% * 1,2 de
células no quadrante R1 (Figura 43A). Ap6s 7 dias de tratamento, no grupo tratado
com a jararagina na concentragdo de 800 nM, ocorreu 0 aumento significativo da
populacdo R1 (**p<0,01) em comparacdo ao grupo controle, sendo as médias de
30% £ 2,1 e 19% + 3,5 respectivamente (Figura 43B). No 14° dia, ambas as
concentracfes de jararagina mostraram aumento significativo na populacdo R1 em
comparacao ao controle, sendo as meédias de 54% + 2,3 e 62% + 3,2 para 0S grupos
tratados com jararagina 400 e 800 nM, respectivamente, e de 36% = 3,3 para o

grupo controle (Figura 43C).
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Figura 43 - Gréficos representativos do tipo Dot plot das células residentes
peritoniais em camundongos BALB/c normais (A) e portadores do
TEA, apos 7 (B) e 14 (C) dias de tratamento com jararagina e grupo
controle.
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Distribuicdo das células peritoneais residentes de camundongos BALB/c normais (A) e portadores do
TEA (B e C) tratados diariamente com jararagina nas concentracdes de 400 e 800 nM e grupo
controle. As coletas das células tumorais da cavidade peritoneal foram realizadas apés 7 (B) e 14 (C)
dias de tratamento e analisadas por citometria de fluxo, sendo identificadas no quadrante R1. O
aumento da porcentagem da populacao de células tumorais no quadrante R1 foi significativo apés 14
dias nos grupos tratados com 400 e 800 nM de jararagina, quando comparadas ao grupo controle.
Valores expressos em média + dp e analisados pelo teste de Variancia ANOVA de duas vias, seguido
do teste de Bonferroni, *p<0,5, ***p<0,001.
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A quantificacdo do DNA por citometria de fluxo da populacdo R1 mostrou a
distribuicdo das fases do ciclo celular apos 7 (Figura 44A) e 14 dias (Figura 44B) de
tratamento. O tratamento com a jararagina mostrou o aumento das fases GO/Gl1 e S
no 7 e 14 dia apo6s tratamento, em comparagdo ao controle. Houve diminuicdo da
fase G2/M nos grupos tratados com jararagina, com propor¢cao meédia de 71% + 3,4,
66% + 2,7 e 47% + 3,5, apods 7 dias de tratamento, e 88,7% + 3,7, 84,2% *+ 2,8 e
78,2% * 4,6 apés 14 dias, para os grupos controle e tratados com 400 e 800 nM de
jararagina, respectivamente. As analises foram obtidas pelo programa MODFIT e
estdo apresentados na figura 44.

Figura 44 - Histogramas obtidos pelo programa MODFIT representativos das fases
do ciclo celular na populacdo R1(inset) do TEA apés 7 (A) e 14 (B) dias
de tratamento.
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As populagdes celulares presentes no fluido ascitico dos animais portadores do TEA, tratados com
jararagina 400 e 800 nM apresentam diminuicdo significativa da fase G2/M e aumeto significativo de
células em sub-G1, quando comparadas ao grupo controle, apds 7 e 14 dias de experimentacao.
Andlise de Variancia de ANOVA de duas vias, seguido do teste de Bonferroni, *p<0,5; **p<0,01;
*+*n<0,001.
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3.3.1.4 Andlise dos marcadores/receptores de membrana e nucleares por citometria
de fluxo

ApOs a coleta das células tumorais dos animais portadores de TEA no 14° dia de
tratamento foram realizadas as analises dos marcadores por citometria de fluxo,
sendo comparada a porcentagem da expressdo dos marcadores nos grupos de
tratamento com jararagina em relacdo ao controle. Os dados foram adquiridos no
citbmetro de fluxo FACSCalibur e analisados pelo programa WinMDI verséo 2.9, e

estdo apresentados em grafico de barras das médias + desvio padréo.

a. Marcadores de inflamacao

A expressao do receptor de IL-1 ndo apresentou diferencas significativas entre os
tratamentos com jararagina e o grupo controle, enquanto a diminuicdo do receptor
de IL6 e aumento do marcador CD44 nas células tumorais do fluido ascitico dos
camundongos tratados com jararagina 400 e 800 nM mostraram significativa
diminuicdo quando comparados ao grupo controle. Os histogramas representativos
estdo apresentados na figura 45A, e as meédias + dp da expressao dos marcadores

em cada grupo experimental estdo apresentados no grafico da figura 45B.
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Figura 45 - Expressao dos receptores pro-inflamatérios IL-1R, IL-6R e CD44 em

células do TEA de camundongos BALBI/c, tratados com jararagina e
grupo controle.
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(A) Gréficos Dot plot representativos da expresséo de IL1R, IL-6R e CD44 em células do TEA, apés
14 dias de tratamento. (B) Grafico de barras representando a porcentagem média + dp da expresséo
do marcador, analisados pelo teste de Variancia de ANOVA, * p<0,05, **p<0,01.
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b. Marcadores de migracdo e angiogénese

Foram analisadas as expressfes dos marcadores CD34 e VEGF-R1. O CD34
€ uma proteina transmembrana que funciona como um fator de adesé&o celular e de
células endoteliais, e VEGFR1 é um fator de crescimento e angiogénese. A
expressdo do marcador CD34 aumentou significativamente nos grupos tratados com
jararagina 400 e 800 nM em relacdo ao controle, enquanto ndo houve diferencas

significativas na expressdo do VEGF-R1 (Figura 46).

Figura 46 - Expressdo dos marcadores CD34 e VEGF-R1 em células do TEA em
camundongos BALB/c, tratados e grupo controle.
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(A)Graficos Dot plot representativos da expressao dos marcadores CD34 e VEGF-R1 em células do
TEA, apés 14 dias de tratamento (B). Grafico de barras representando a porcentagem média + dp
da expressdo dos marcadores e analisados pelo teste de Variancia de ANOVA de uma via, ***
p<0,001.
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c. Marcador de checagem e progressao do ciclo celular

A analise das células do TEA mostrou que os grupos tratados com jararagina
nao apresentaram diferencas significativas na expressdo da p53, quando
comparados ao grupo controle. Por sua vez, os tratamentos com jararagina 400 e
800 nM induziram aumento significativo na expressdo do marcador caspase-3
clivada, em comparacdo ao grupo controle. Os histogramas representativos estao
apresentados na figura 47 A e as médias * dp dos diferentes grupos de tratamento
na figura 47 B.

Figura 47 - Expressao da proteina p53 e caspase-3 clivada em células do TEA em
camundongos BALB/c tratados com jararagina e grupo controle.
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(A) Gréficos Dot plot representativos da expressdao do marcador P53 e caspase-3 em células do

TEA, ap6s 14 dias de tratamento (B). Grafico de barras representando a porcentagem média + dp da
expressdo dos marcadores e analisados pelo teste de Variancia de ANOVA de uma via, * p<0,05.
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d. Potencial elétrico da membrana mitocondrial e liberacdo do citocromo-c

O Potencial elétrico da membrana mitocondrial (AWYm) é fundamental para
manter a funcao fisiolégica da cadeia respiratéria para gerar energia (ATP). A perda
significativa do AWm diminui a producéo de energia, com posterior morte celular. As
analises realizadas em citometro de fluxo apdés marcacéo pela sonda fluorescente
Rodamina-123 mostraram que o tratamento com jararagina nas concentracdes de
400 e 800 nM diminuiram significativamente o potencial elétrico mitocondrial em
comparagao ao grupo controle, como mostrado na figura 48A e B. Este evento da
atividade mitocéndrial foi acompanhado pela liberacdo do citocromo-c, que é uma
proteina da cadeia transportadora de elétrons que reside no espaco intermembrana
da mitocéndria. Apds exposicdo do TEA ao tratamento com jararagina 400 e 800 nM
a expresséo de citocromo-c aumentou significativamente em comparagao ao grupo
controle (Figura 48C e D).

Figura 48 - Expressédo do potencial elétrico mitocondrial e citocromo-c nas células
do TEA grupos controle e tratados com jararagina.
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Histograma overlay representativo do potencial elétrico da membrana mitocondrial (A) e liberagdo do
citocromo-c (C) em células do TEA. Gréfico de barras representativo da porcentagem media + dp da
atividade mitocondrial (B) e expressao do citocromo ¢ (D), apés 14 dias de tratamento. Diferencas
estatisticas obtidas pelo teste de Variancia de ANOVA * p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001.
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e. Marcadores de Morte Celular Anexina-V (Apoptose)/ Pl (Necrose)

A analise da porcentagem de células de TEA mortas por apoptose (Anexina
V) ou necrose (PI) foi realizada por citometria de fluxo. O tratamento com jararagina
400 nM induz aumento significativo da morte por apoptose (***p<0,001), enquanto
gue o tratamento com jararagina 800 nM mostrou que além da apoptose ha um
aumento significativo da morte por necrose (**p<0,01), quando comparados ao
controle (Figura 49A). Na morte por apoptose, observou-se que o tratamento com
jararagina 400 e 800 nM induz aumento significativo da apoptose inicial em

comparacao ao controle (Figura 49B).

Figura 49 - Expressao das vias de morte celular determinadas pela marcacdo com
Anexina V/PI em células do TEA em camundongos BAL/c tratados com
a jararagina e grupo controle.
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(A) Graficos do tipo Dot plot representativos da porcentagem de células mortas por necrose ou
apoptose em células do TEA. (B) Graficos de barras representando a porcentagem média + dp das
células mortas por apoptose, necrose e células viaveis analisados pelo teste de Variancia de ANOVA,
* p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001, ns: ndo significativa.
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3.3.1.5 Andlise do perfil hematolégico

O perfil hematolégico dos camundongos BALB/c portadores de TEA
mostrou aumento significativo no namero de leucdcitos totais e plaquetas, apds o
14° dia de tratamento quando comparado ao 7° dia apds implantacdo das células
tumorais. O numero de eritrocitos ndo apresentou diferencas entre as coletas
realizadas. Os dados das médias + dp dos diferentes grupos estdo apresentados na

Tabela 6.

Tabela 6 - Nimero de leucdcitos (10%ml), eritrécitos (10°ml) e plaquetas (10°%ml) de
camundongos BALB/c portadores do TEA, apés 7 e 14 dias de
tratamento com jararagina e grupo controle.

Tempo

Células (dias) Controle Jararagina 400nM Jararagina 800nM
ias
] 7 6,721 7,1+17 7,3 14
Leucocitos ]* ] * ]*
14 13,4+4,0 12,1 +5,9 158+ 2,2
Eritrocit 7 128+24 108+1,9 13,4+23
ritrocitos 17,7435 13,1+1,9
14 142+1,8
279,2 +52,1 233,6 +£48,9
Plaquetas 7 303 +69,4 ] * ] *
14 484 + 64,1 534,5 + 318,9 418,6 + 1949

Valores expressos em média + dp, analisados pelo teste de Varidncia de ANOVA de duas vias,
*p<0,05.Diferencas estatisticas entre as coletas entre as coletas de leucécitos e plaguetas realizadas
apos 7 e 14 dias de tratamento.
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A contagem diferencial mostrou neutrofilia nos grupos tratados com jararagina
em relacdo ao grupo controle, com agrupamentos de neutréfilos na extensdo da
lamina. A linfocitose dos grupos de animais com TEA tratados com jararagina em
ambas as concentracbes foi observada nos periodos de 7 e 14 dias de

experimentacéo (Tabela 7).

Tabela 7 - Contagem diferencial de leucdcitos em camundongos BALB/c portadores
do TEA, ap6s 7 ou 14 dias de tratamento com jararagina e grupo

controle.
Tempo  Linfécitos  Neutrofilos Eosinédfilos  Mondécitos
Grupos
(dias) (10%mL) (10%mL) (10%mL) (10°/mL)
7 43+22 1,1+0,6 0,5+0,2 0,1+0,02
Controle
14 76141 16+0,9 05+0,1 0,4+0,16
] 51+26 1,7+0,8 0,2+0,1 0,2+0,13
Jararagina 400 nM
14 6,8+0,9 32+1,1 0 0
) 7 48+2,6 15+09 0,2+0,1 0,1+0,05
Jararagina 800 nM
14 9,7+29 31+1,6 0,6+0,8 0,6 +0,33

Valores expressos em média + dp. Diferengas significativas comparadas ao controle, obtidas apds
analise pelo teste de Variancia de ANOVA de uma via.
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3.3.1.6 Andlise das alteracdes em 6rgaos internos apds necropsia dos animais

portadores do TEA

Durante o processo de necropsia foram avaliados 0s seguintes parametros:
volume tumoral, caquexia e alteragbes comportamentais como motricidade e
piloerecdo, além de injuria causada pela administracdo da toxina na cavidade
peritoneal. O aumento no volume abdominal foi observado em todos os grupos de
animais portadores do TEA (figura 50A). A figura ilustra o aspecto macroscopico da
ascite desenvolvida na cavidade abdominal dos animais dos grupos controle e
tratados com jararagina 400 e 800 nM, comparando-as com o volume abdominal no
camundongo normal. ApGs a coleta do volume da ascite, foi observado a formacéao
de pontos de hemorragia no epitélio intestinal dos animais tratados com jararagina
na concentracdo de 800 nM (Figura 50B). Os linfonodos foram localizados e
mostraram aumento de diametro em até 3 mm nos animais tratados com jararagina
em ambas concentracfes, quando comparados ao do grupo controle (Figura 50C).
Os cornos uterinos de todos os grupos com TEA apresentaram-se aumentados em
sua espessura, possivelmente por ser um sitio de formacdo de massas tumorais

metastaticas (Figura 50D).
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Figura 50 - Fotografias dos aspectos macroscOpicos da necropsia em
camundongos BALB/c portadores de TAE e camundongo normal-
referéncia.

Normal Controle Jararagma 400nM Jararagina 800nM
A
B
C
D

(A) Fotografia representativa da cavidade abdominal dos diferentes grupos de experimentacao; (B)
Cavidade abdominal mostrando o aspecto macroscépico dos intestinos e lesdo hemorragica no
grupo tratado com jararagina 800 nM, (C) Linfonodos inguinais mostrando maior diametro nos
grupos tratados com a jararagina, (D) Cornos uterinos e érgdo reprodutor feminino, observa-se
metastase em todos os grupos portadores do TEA.
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A coleta e avaliacdo do peso dos 6rgéos internos: baco, figado, pulméo,
coracdo e rim, ndao mostraram diferencas significativas entre o0s grupos de
tratamento com jararagina e grupo controle, como também nenhuma alteracao

macroscopica digna de nota foi observada (Figura 51).

Figura 51 - Grafico de barras representando a média + dp do peso dos orgdos
internos dos camundongos BALB/c tratados com jararagina, grupo
controle e normal.
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Os orgéos internos dos grupos tratados com jararagina ndo apresentam diferencas significativas com
0 grupo controle. Dados analisados pelo teste de Variancia de ANOVA de uma via, e comparagao
multipla de Tukey, ns = néo significativo.

3.3.1.7 Analise do fluido ascitico

O liguido ascitico coletado durante a necropsia mostrou diferentes graus
de hemorragia, com variacbes no volume, contetudo e celularidade. O volume
total do tumor ascitico e suas fracGes (botdes celulares e sobrenadantes) ndo
mostraram diferencas significativas entre os grupos de animais tratados com
jararagina e o grupo controle. A andlise citolégica do fluido ascitico, apos
tratamento com jararagina e grupo controle, mostrou a presenca de células
tumorais, leucocitos e eritrocitos. A média do numero de células tumorais e
leucocitos presentes no liquido ascitico ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos. Entretanto, a avaliagdo da viabilidade celular pelo
método de exclusdo do azul de tripan mostrou diminuicdo significativa nas

células dos grupos tratados com jararagina, sendo em



média de 51%, 38%, e 29% para 0s grupo controle e jararagina 400 e 800 nM,
respectivamente.

A determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico no
sobrenadante da ascite, calculado pela lipoperoxidagdo, também apresentou
aumento significativo nos grupos tratados com a jararagina em ambas as
concentracfes em comparacdo ao controle, entretanto, ndo houve diferencas
significativas na concentracdo de proteinas totais do fluido ascitico entre os
grupos. O numero de eritrécitos totais apresentou aumento significativo no grupo
tratado com jararagina 800 nM em comparacdo ao grupo controle. Os dados

estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Avaliacédo do fluido ascitico de camundongos BALB/c portadores de TAE

dos grupos controle e tratado com jararagina 400 e 800 nM.

Células Controle Jaérlg[)igl\l/lna Jaéggigl\l/lna
Volume ascite (mL) 15,7+3,5 14,8+2,3 14,7+ 2,6
Células tumorais (10%/mL) 92,5+31,6 75,3+ 29,5 86,6 + 26,8
Viabilidade celular (%) 51,9 + 16,1 38,9 % 15 (*) 29,1 +18,5 (™)
Eritrécitos (10°/mL) 155+2,1 25,3 +5,4 52,3 + 5,5 (***)
Leucocitos (10%/mL) 145+ 11,4 25,2+10,1 20,1+8,3
Vol do botéo celular 48+1,3 33+17 43+18
Volume do sobrenadante (mL) 10,8 +4,5 89+38 10,6 +3,1
Proteinas totais (mg/mL) 201,7 +15 202,1 +13,5 181,3 + 16,7
MDA (nM/mL) 72,1+52 269 +18,1(**%) 160 + 16,2 (*)

Valores expressos em média + dp, analisados pelo teste de Variancia de ANOVA de uma via,
*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001

Os esfregacos das células do tumor ascitico mostraram células neoplasicas e

a presenca de infiltrado inflamatorio, constituido predominantemente por linfocitos e

neutréfilos, e em menor nimero por eosindfilos. A intensidade da inflamacéo variou

de discreta a moderada, com maior intensidade nos grupos tratados com jararagina

800 nM (Figura 52). As células tumorais apresentaram-se pleomorficas e grandes,

com pouco citoplasma e ndcleos volumosos. As células do grupo controle

apresentaram-se fracamente basofilicas, em sua maioria com bordas definidas.

As

células dos grupos tratados com jararagina apresentaram-se heterogéneas com

basofilia e bordas pouco definidas. O indice mit6tico foi maior no grupo tratado com

jararagina 400 e 800 nM, sendo encontrados vérias figuras de mitose normais e

atipicas.
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Figura 52 - Aspecto citologico do TEA apds tratamento com jararagina nas
concentracdes de 400 e 800 nM e grupo controle.

Jararagina 400 nM Controle

Jararagina 800 nM

As células dos animais portadores do TEA grupo controle mostram nucleo com cromatina dispersa,
membrana plasmatica organizada, e células inflamatérias tipo neutréfilo (n), e células em mitose (m)
com figuras de mitoses atipica (ma). TEA tratado com jararagina 400 e 800 nM, apresentam blebbing
na membrana citoplasmatica (mb), cromatina condensada (CC), e células inflamatérias como
neutrofilos (N) e mondcitos (MN). Também foram observada predominancia de células com fraca
basofilia no citoplasma das células tumorais do grupo controle, enquanto que no grupo tratado com
jararagina ha um predominio de células eosinofilicas (Aumento 400X).
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3.3.2 Modelo experimental do tumor de Ehrlich sdlido - ortotépico (TES)

3.3.2.1 Determinacdo do volume tumoral e peso corpéreo

A presenca de células tumorais no sangue e o volume significativo do tumor
nos grupos tratados foram parametros pelo qual o experimento foi finalizado apés 49
dias de tratamento.

Os camundongos dos grupos tratados com jararagina em ambas as
concentragbes mostraram maior crescimento tumoral em comparagdo ao grupo
controle, sendo significativo a partir do 28° e 42° dia de tratamento. Apos o0 49° dia
de inoculagdo do tumor, as médias finais do volume tumoral foram 0,78 cm® para o
grupo controle, 1,8 cm® e 1,32 cm® para os grupos jararagina 400 e 800 nM,
respectivamente (Figura 53A). Utilizando-se como referéncia o grupo controle, o
tratamento com jararagina 400 nM e 800 nM induziu aumento do volume do tumor
em 2,3 e 1,6 vezes, respectivamente.

A avaliagdo do peso dos animais portadores do TES mostrou que os animais
dos grupos tradados com a jararagina 400 e 800 nM ganharam peso ao longo do
experimento, sendo significativos a partir do 28° dia, com ganho do peso de 21,9% +
1.6 e 22.4% £ 1.9 em relacdo a seu peso inicial apos 49 dias de tratamento. Em
contraste, os camundongos do grupo controle ganharam em média 4% = 0,6 do
peso inicial apos 42 dias de tratamento, tendo a aumento progressivo de em média

de 10,9% = 1,2 até o final da experimentacdo (Figura 53B).
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Figura 53 - Efeito do tratamento com jararagina no crescimento do tumor e peso dos
camundongos BALB/c portadores do TES durante 49 dias de tratamento.
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(A) Curva de crescimento do TES (B) Curva de aumento do peso corpdreo. Valores expressos em
média + dp e diferencas estatisticas obtidas pelo teste de Variancia de ANOVA de duas vias, e pos-
teste de Bonferroni (*p<0.05, ** p<0,01 e *** p<0,001).
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3.3.2.2 Perfil hematolégico dos camundongos BALB/c portadores do TES

A avaliacao do perfil hematolégico dos camundongos portadores do TES foi
realizada apo6s 5 coletas de amostras de sangue periférico. Os valores da contagem
e as diferencas entre os grupos se encontram resumidos na Tabela 10. O niUmero de
leucécitos totais e plaguetas apresentaram aumento significativo em todos os grupos
de tratamento a partir do 21° dia, induzindo leucocitose sem diferencas entre os
grupos de tratamento com jararagina (Figura 54A). Na contagem de plaquetas foi
observado aumento significativo nos grupos tratados com a jararagina no 21° dia,
sendo observado plaquetose, que foi diminuindo gradualmente durante o tratamento
em todos os grupos (Figura 54B). O numero de eritrécitos apresentou diminuicédo
significativa durante as coletas realizadas nos 28° e 49° dias de tratamento com
jararagina (Figura 54C), com a presenca de anemia em todos 0s grupos. A
existéncia de anemia foi confirmada pela quantificacdo do nimero de reticuldcitos no
49° dia de experimentacdo, observando-se aumento significativo de reticulocitos
com desvio a esquerda, como resposta ao tratamento com a jararagina (Figura
54D).

Tabela 9 - Numero de leucdcitos totais, eritrocitos e plaquetas de camundongos
BALB/c portadores do TES, apos 7, 14, 21, 28, e 49 dias de tratamento.

Células Tempo Controle Jararagina 400 nM Jararagina 800 nM
(dias)
7 4,6+0,4 6,3+1,1 6,5+1,0
14 71+1,1 8,0+0,9 9,6 +0,4
Leucécitos (10°/mL) 21 12,8+0,8 109+1,2 10,7+2,0
28 11,2+1,.2 12,1+0,9 10,8 +1,1
49 10,7 £0,9 10,8 +1,0 12,3+ 1,4
7 12,3+1,1 10,8 +1,9 12,4+2,1
o . 14 11,7+1,8 12,5+1,9 14,1 +1,7
Eritrocitos (107/mL) - 5q 182+0,8 13,6 +1,2 (™) 183+28
28 8,1+0,7 5,6 +1,0 6,5+1,3
49 10,2 +1,4 8,25+1,8 6,5+1,5 (*)

7 290 + 49 300 + 75 257 +32
6 14 310 + 68 320 + 38 300 + 55

Plaquetas (10/mL) 5, 585 + 73 765 + 91 (*) 825 + 152 ()
28 795 + 93 765 + 128 770 + 83

49 679 + 89 654 + 76 579 + 57 (¥)
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Valores expressos em média + dp, e diferencas estatisticas analisados pelo teste de Varidncia
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni, diferengas estatisticas representados por
*(p<0,05), ** (p<0,01) e ***(p<0,001).

Figura 54 - Perfil hematologico dos camundongos BALB/c com TES tratados com
jararagina 400, 800 nM e grupo controle.
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NUmero de leucécitos totais (A), plaquetas(B) e eritrécitos (C) do sangue periférico de camundongos
BALB/c portadores o TES, durante 49 dias de tratamento. Porcentagem média de reticulécitos (D) no
final do tratamento. Valores expressos em média + dp e diferengas estatisticas obtidas pelo teste de
Varidncia de ANOVA de duas vias (A, B, C) ou uma via (D), e po6s-teste de Bonferroni (*p<0.05,
**p<0,01, ***p<0,001).

A contagem diferencial mostrou que as células predominantes foram
leucécitos polimorfonucleares (PMN), principalmente neutréfilos, enquanto a
populacdo de leucocitos mononucleares (MN) permaneceu praticamente inalterada

em cada grupo de tratamento.
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Outro aspecto importante observado durante a contagem das células
sanguineas foi a presenca de células tumorais na corrente circulatéria do grupo de
animais tratados com jararagina 400 nM na coleta de sangue realizada no 49° dia.
Nos esfregacos sanguineos mostrados na figura 55, h& presenca de células
tumorais com nucleo grandes e vacuolos no citoplasma, neutréfilos e agregacao
plaquetaria sdo visualizados. No grupo controle ndo foram observadas células

tumorais na contagem celular nem nos esfregacos sanguineos.

Figura 55 - Fotomicrografia do esfregaco sanguineo mostrando células tumorais no
49° dia de tratamento de camundongos BALB/c portadores do TES e
tratados com jararagina 400 nM.

Notar células tumorais exibindo basofilia nuclear e a presenca de vacuolos citoplasmaticos (seta
preta); infiltrado inflamatério neutrofilico (seta vermelha) e agregados plaquetarios (seta preta
tracejada). Aumentos (A) 400X, (B) 1000X.
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3.3.2.3 Analise macroscopica dos tumores e 6rgdos internos apds a necropsia dos

animais portadores do TES

Durante a necropsia foram avaliados os aspectos macroscopicos do tumor,
presenca de lesbes ou injlria causadas pela administracdo da toxina, formacéo de
metastase em 6rgaos, linfoadenopatias e areas hemorragicas.

Na necropsia, independente do grupo, o tumor localizava-se na derme
subcutanea e sem invasao da musculatura subcutanea e da cavidade abdominal. Os
aspectos macroscopicos dos tumores do grupo controle apresentaram-se
semelhantes, com massa tumoral simétrica, superficie lisa e coloracdo
esbranquicada com volume variando de 0,7 a 0,9 cm*® Nos grupos tratados com
jararagina os tumores apresentaram-se assimeétricos com aspectos diversos como
hiperemia, fibrose e ulceracdo, com volumes variando de 1,2 até 1,9 cm® (Figura
56A).

Apos a retirada do revestimento do tecido cutaneo foram observadas areas de
fibrose e pontos de hemorragia com hiperemia nos tumores dos grupos tratados com
jararagina, quando comparados ao controle. Também foi observado o aumento do
volume dos linfonodos inguinais laterais ao tumor. Este aumento foi significativo nos
grupos tratados com a jararagina em ambas as concentragfes (Figura 56B). Os
tumores, quando ressecados mostraram-se delimitados pela formacdo de tecido
capsular. Os tumores do grupo controle apresentaram-se com menor irrigacao,
coloracdo esbranquicada. Entretanto, o0s grupos tratados com jararagina
apresentaram-se com alta vascularizacdo, hiperemia e formacao de tecido fibroso
(Figura 56C). Ap6s o corte transversal do tecido tumoral, os tumores do grupo
controle mostraram consisténcia frouxa, enquanto que o0s do grupo controle
apresentaram-se consisténcia densa e areas de necrose com pigmentacao

escurecida (Figura 56D).
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Figura 56 - Aspectos macroscopicos representativos apO0s a nhecropsia em
camundongos BALB/c portadores do TES implantado na 92 glandula
mamaria abdominal direita, apés 49 dias de tratamento com
jararagina 400, 800 nM e grupo controle.

Controle

(A) Aspecto macroscopico do TES antes da excerese do tumor, ulceracdo e hiperemia sao
observados nos grupos tratados em comparacgéo ao controle; (B) Aspecto macroscopico do tumor e
linfonodo inguinal regional; (C) Aspecto macroscépico do tumor ressecado, observa-se presenga de
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areas vascularizadas com aparente aumento da permeabilidade vascular periférica nos tumores
tratados com jararagina; (D) aspecto interno do tumor apds resecgdo mostrando as areas periférica e
medular.

O tratamento com a jararagina provavelmente foi capaz de induzir uma
reacdo inflamatéria responsavel pela resposta imunitdria nos camundongos
portadores do TES. Desta forma, houve aumento significativo no volume dos
linfonodos inguinais nos grupos tratados com a jararagina 400 e 800 nM, quando
comparados ao grupo controle (Figura 57A). Da mesma forma, os linfonodos da
cavidade abdominal encontraram-se com maior volume em relacdo ao controle,

como mostrado na figura 57 B.

Figura 57 - Aspectos macroscopicos dos linfonodos inguinais e retroperitoneais dos
camundongos portadores do TES, apos 49 dias de tratamento.

Controle Jararagina 400 nM Jararagina 800 nM
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Linfonodo inguinal regional direito (A) e contra-latera izquerdo (B). Aspecto interno da cavidade
abdominal (C) nota-se que o tratamento com jararagina induz aumento da vascularizacdo e volume
dos linfonodos retroperitoneais.
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N&o foi detectada macroscopicamente a formagdo de massas ou metastases
apos o tratamento com jararagina. O peso dos 0Orgaos internos e o peso relativo,
mostrou que o tratamento com a toxina na concentracdo de 400 nM induz aumento
significativo (p<0,001) do figado e bagco em relagdo ao grupo controle (Figura 58A).
A porcentagem média do aumento do peso relativo nos grupos tratados com
jararagina nas concentracfes de 400, 800 nM e controle foi 7,5% + 0,9, 6,3% £ 0,6 €
5,8% * 0,4 para o figado, e 1,6% + 0,21, 1,0% * 0,16, 0,6% = 0,14 para o baco,
respectivamente. A imagem macroscopica do tamanho do baco estéa apresentada na
figura 58B. Os demais Orgdos internos ndo apresentaram diferencas significantes

entre os tratamentos, como também nada digno de nota.

Figura 58 - Peso dos orgaos internos dos camundongos BALB/c portadores do TES
tratados com jararagina, grupo controle e normal.
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(A) Gréfico de barras do peso dos orgdos dos grupos tratados com jararagina, controle e normal
sem tumor. Observa-se aumento significativo no peso relativo do figado e baco do grupo tratado com
jararagina 400 nM em comparacdo ao controle. Valores expressos em porcentagem do peso do
6rgdo em relagdo ao peso corpéreo. Diferencas estatisticas obtidas pelo teste de Variancia de

ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey.Kramer, (B) Fotografia comparativa do volume do
baco dos grupos.
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3.3.2.4 Analises das populacdes celulares e ciclo celular no TES por citometria de

fluxo

A analise por citometria de fluxo das populagdes celulares no TES ortotopico
foi realizada nas areas medular e periférica do tumor, conforme destacado na Figura
54D. O aspecto morfolégico das células apos digestdo do tumor esta apresentada

na figura 59.

Figura 59 — Aspecto morfolégico das células do TES — porcéo periférica ap0s
digestao dos grupos controle (A) e tratado com jararagina (B e C).
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Os critérios para a analise e definicdo das diferentes populacbes foram o
volume e a granulosidade das células analisadas na por¢cado medular e periférica do
tumor pelo programa WinMDI. Apés a aquisi¢do no citdbmetro de fluxo, os resultados
mostraram duas populacdes celulares denominadas R1 e R2, com aumento
significativo (p<0,001) na populacdo R1 medular do tumor nos grupos tratados com
a jararagina. As meédias + desvio padrdo de cada grupo experimental estdo
apresentados na figura 60.

A populacdo localizada no quadrante R1 é uma populacdo de células
tumorais de grande, e intermediario volume celular, além da presenca de células
inflamatodrias. Esta populagdo localizada no quadrante R1 apresentou aumento
estatistico significativo na regido medular do tumor nos grupos tratados com
jararagina 400 e 800 nM (Figura 60A), enquanto na regido periférica ndo houve
diferencas estatisticas (Figura 60B). A populacédo localizada no quadrante R2 foi
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excluida da apresentacdo grafica por ndo apresentar diferencas significativas

guantitativas entre os grupos de tratamento nas regiées medulares e periféricas.

Figura 60 - Gréaficos do tipo Density Plot adquiridos no citbmetro de fluxo
representativos das populacdes celulares presentes nas areas
medular (A) e periférica (B) do TES, apds 49 dias de tratamento com
jararagina 400 e 800 nM, e grupo controle.
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Diferencas estatisticas significativas, teste de variancia de ANOVA de duas vias, seguida pelo teste
de Variancia de Tukey Kramer, ** p<0,01.

A andlise das fases do ciclo celular mostrou que os tumores dos grupos
tratados com jararagina apresentoou maior propor¢cdo de células diploides
(populacdo em vermelho) e menor propor¢do de células aneuploides (populacao
amarela), quando comparadas ao grupo controle (Figura 61). Na populacdo de
células diploides ha um aumento da fase S na por¢cao medular e periférica do tumor,
enquanto ha um aumento nas fases do ciclo em GO/G1 e G2/M na porc¢ao periférica,
nos grupos de tratamento com a jararagina em ambas as concentracdes (Tabela
10).
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Figura 61 -. Histogramas representativos das fases do ciclo celular nas éareas
medular (A) e periférica (B) do TES, apos 49 dias de tratamento.
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A cor azul indica a proporcao de células em apoptosis, cor branca indica as celulas aneuploides, a
cor amarela células diploides, e a cor vermelha as fases GO/G1 e G2/M, a cor branca com linhas
indica a fase S,

Tabela 10 - Populacbes de células totais nas fases do ciclo celular nas por¢cdes
medular e periférica do TES, grupos tratados com jararagina e controle.

Por¢cdo medular do tumor Porcéo periférica do tumor
PLOIDIA Controle Jararagina Jararagina Controle Jararagina Jararagina
400nM 800nM 400nM 800nM
DIPLOIDE (%) 33,4+38 69,5 + 8,4 99,8 17,4 27,7+21  587+6,8 99,6 + 13
GO0/G1 258%1,5 155+2,6 36+04 25+0,4 49%0,5 8,8+27
G2/M 712+94  412%59 47+0,3 18+03 48562 251+21
S 3,0+0,6 423+47 91,6 £8,1 95,7 + 12 455 16,8 66,1 + 6,4
ANEUPLOIDE (%) 66,6 +5,3 33,0+5,8 0,1+0,0 72,3+5,2 41,3+3,2 0,1+£0,0
G0/G1 53+4,2 89+1,6 81,2+6,2 27,3+1,8 12,1+ 3,1 25,9+ 3,8
G2/M 36,7+2,7 87,7+9,1 151+1,1 29,2+0,3 30,7+2,1 145+ 3,5
S 60,2 + 6,8 3,5+0,6 3,8+0,5 43,5+ 3,6 57,3+x7.2 61,1 +8,2
TOTAL S 53,5+ 3,7 295+27 96,6 + 4,3 27,2+7,8 535+7,1 66,1 +7,3
APOPTOSIS 0,9+0,1 9,7+25 14,7+2,6 1,8+0,2 1,2+0,1 6,4+0,3

DEBRIS 1,77+0,2 4,1+0,6 4,16 +0,8 1,5+0,3 1,9+0,3 1,8+0,1
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3.3.2.5 Analise do Potencial Elétrico Mitocondrial (Awm) no TES

A avaliacdo do potencial elétrico mitocondrial foi realizada com a sonda
fluorescente Rodamina 123 por citometria de fluxo. Os resultados no TES mostraram
gue néo houve diferencas significativas entre os tratamentos com Jararagina nas
concentracfes 400 e 800 nM, e o grupo controle, sendo as médias da atividade
mitocondrial de 84,4% + 1,6; 78,6% * 1,2; e 75,9% + 1,1 para 0s grupos controle,
jararagina 400 e 800 nM, respectivamente (Figura 62).

Figura 62 - Potencial elétrico mitocondrial do TES dos grupos tratados com
jararagina e grupo controle.

>
@

654

1004

—— Controle
—— Jararagina 600 nM
Jararagina 2400 nM

s —_—

80

60

Atividade mitocondrial (%)
Events

204

Controle Jararagina 400 nM  Jararagina 800 nM

(A) Gréfico de barras da atividade mitocondrial (Awm) expressa em porcentagem média +

dp (B) Histograma do tipo overlay representativo da atividade mitocondrial nos tumores
sélidos, adquirido pelo programa WinMDI2.9.



3.3.2.6 Andlise histopatoldgica das amostras de TES

No estudo histolégico do TES foi utilizada a coloragdo Hematoxilina-
Eosina (HE) que permite visualizar a arquitetura do tecido e células, areas de
necrose, proliferacdo (mitose) e edema. A coloracéo de Picrosirius evidencia
as fibras de colageno, enquanto a coloracéo tricrémico de Masson € utilizada
para organizacao do tecido conjuntivo.
A andlise histolégica das amostras dos tumores dos camundongos do
grupo controle por HE mostrou os detalhes da superficie do tumor com a
formacdo do tecido capsular, massa celular desorganizada e areas de necrose.
Foram observadas células neoplasicas em mitose, com nucleo redondo e
volumoso ocupando a totalidade do seu citoplasma, como também a presenca de
fibroblastos e fibrocitos na por¢cdo central do tumor. Além das areas de necrose
foram observadas células tumorais com figuras de proliferacdo como
anisocariose (inclui nucleos bizarros), anisocitose, figuras de mitose e outras
células com nucleos picnoticos e hipercromaticos com intensa atividade nuclear
(Figura 63, controle).

No tratamento com jararagina 400 e 800 nM foram observadas o aumento
de areas de necrose (n) continuas a areas de intensa proliferacdo celular com
aumento do tecido conectivo fibroso e deposicdo de fibrina e colageno
proporcionando o aspecto desorganizado. Observa-se a presenca de moderado
processo inflamatorio com edema acidofilo e alta proliferacdo celular (p). A
porcdo periférica do tumor apresenta pouco tecido conectivo e na sua parte
central observa-se areas necréticas (n) difusas associadas a processos
ulcerativos do tumor. No tratamento com jararagina 800 nM ha o aumento de
areas de necrose difusa, quando comparadas ao tratamento com jararagina 400

nM e grupo controle (Figura 63, jararagina).
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Figura 63 — Fotomicrografia das amostras do TES dos grupos tratados com
jararagina e controle, corados com hematoxilina-eosina.
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Inset: detalhe em menor aumento (40X) da &rea de necrose. Presenca de maiores &reas de necrose
(n) nos grupos tratados com jararagina em comparacdo ao controle. Observa-se presenca de
fibrocitos (f) na porgcdo central do tumor do grupo controle, e massa celular com distribuicdo
homogénea, enquanto que nos grupos tratados com jararagina 400 e 800 nM estdo representadas as
areas de necrose (n) continuas a areas de intensa atividade proliferativa (p). No estroma ha a
presenca de fibras de colageno (col) depositado entre as células com areas de edema (e), assim
como figuras de células em mitose (m) e células com nucleos bizarros. Aumento 200X e 400X.



A avaliacdo da porcentagem de coladgeno nos tumores corados por
Picrosirius-red, quantificados pelo programa Imagem J, mostrou aumento
significativo na proporcdo de colageno imaturo nos grupos tratados com
jararagina 400 e 800 nM, sendo as médias 56,9% * 12,7 e 59,7% + 19,4%,
respectivamente, sem diferencias entre 0s grupos, enquanto o grupo controle

apresentou 31% * 9,5 de colageno (Figura 64).

Figura 64 - Porcentagem da sintese de colageno imaturo no TES dos grupos
tratados com jararagina e grupo controle.
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Valores expressos em porcentagem média de colageno + dp, analisados pelo teste de Variancia
de ANOVA de uma via e comparacao multipla de Tukey Kramer (n=10).

Na coloragdo por Picrosirius-red, observam-se éareas de fibrose focal
discreta grado I, com deposi¢ao de colageno maduro e imaturo no grupo controle,
enguanto nos grupos tratados com a jararagina 400 e 800 nM, observa-se fibrose
multifocal extensiva difusa e irregular, grado Il, com presenca de tecido conectivo
imaturo e irregular, além de tecido conectivo fibroso. Na coloragédo de tricromico
de Masson observa-se abundante tecido conectivo periférico com fibrose central
no grupo controle, enquanto nos grupos tratados com jararagina em ambas as

concentracdes foram observadas a presenca de fibrose difusa (Figura 65).
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Figura 65 - Andlise citoldgica: Picrosirius-red e Tricrbmico de Masson das
amostras de TES dos grupos tratados com jararagina e controle.
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Na coloracéo de Picrosirius — red notas-se a deposi¢édo de colageno maturo (seta verde-amarelo) e
imaturo (seta preta - vermelho) no controle, enquanto nos grupos tratados com a jararagina ha
aumento das fibras de colageno imaturo. A coloracdo Tricrdmico de Masson mostrou abundantes
fibras coldgenas (azul) no grupo controle e predominio das fibras elésticas (vermelho) nos grupos
tratados com jararagina. Aumento (200x)



O baco, corado pelo HE mostrou a organizacdo das areas correspondentes
a polpa branca e vermelha no grupo controle, enquanto nos grupos tratados com
a jararagina ha perda da delimitacdo dessas areas (inset). Também foi observado
0 aumento significativo de células hematopoiéticas nos grupos tratados com
jararagina 400 e 800 nM. No figado, todos 0s grupos apresentaram parénquima
hepético com estrutura normal e veia e artéria hepatica cheia (espaco porta), os
grupos tratados com jararagina apresentaram presenca de infiltrado inflamatoério
(inf) e hepatodcitos com 2 até 4 ndcleos, indicando alta atividade celular, além da
presenca de maior numero de células de Kuffer, em comparacdo ao grupo

controle (Figura 66).
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Figura 66 - Fotomicrografia dos parénquimas esplénico e hepatico dos
camundongos BALB/c portadores de TES dos grupos tratados
com jararagina e controle.

Jararagina 400 nM Controle
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Inset nota-se em menor aumento vista panoramica do baco com delimitacdo das areas da polpa
branca e vermelha, enquanto estas bordas sdo perdidas nos grupos tratados com jararagina
(hiperplasia), Nas setas pretas observa-se aumento das células hematopoiéticas nos grupos tratados
com jararagina 400 e 800 nM. No parénquima hepatico do grupo controle observa-se a estrutura
normal da veia e artéria hepatica (espaco porta), enquanto nos grupos tratados com jararagina
observa-se a presenca de infiltrado inflamatério (inf) entre os hepatdcitos que apresentam distribuicéo
irregular dos sinusoides, com multinucleacdo e abundantes células de Kuffer (Kf). Aumento 400 X
(bago), 1000x (figado).



A analise histoldgica dos linfonodos inguinais dos camundongos com TES
tratados com jararagina mostrou hiperplasia linfoide, com figuras de
plasmdcitos (p), ninhos de linfécitos (1), e alteragdo na sua estrutura, revelando
0 aumento do tamanho no corte transversal do linfonodo (Figura 67); enquanto

gue, no grupo controle ha presenca de estrutura homogénea.

Figura 67 - Fotomicrografia dos linfonodos inguinais dos camundongos BALB/c
portadores de TES grupos tratados com jararagina e controle.
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Vista panoramica do linfonodo com aumento do tamanho das areas dos linfonodos nos grupos
tratados com jararagina (hiperplasia linféide), A maior aumento observa-se as células

hematopoiéticas e neoplasicas nos grupos tratados com jararagina 400 e 800 nM.
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3.3.2.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras dos TES do grupo controle analisados por MEV mostram massa
tumoral com grande numero de células compactadas e entremeadas por elementos
fiborosos da matriz extracelular. Notam-se em destaque vasos sanguineos
neoformados e fenestrados, raros globulos vermelhos dispersos na massa tumoral e
raras células inflamatérias (Figura 68).

As amostras do TES tratados com jararagina na concentracdo de 400 nM
mostraram as células tumorais na superficie cortical da massa tumoral, com perda
nas conexdes com a matriz extracelular, rodeadas de abundante infiltrado
inflamatério, assim como a presenca de vasos sanguineos com menor diametro e
raras fenestracdes e raros glébulos vermelhos (Figura 69).

As andlises realizadas no MEV dos tumores dos animais tratados com
jararagina 800 nM mostraram células tumorais com relevo e conexdes com a matriz
extracelular, como também inseridas nas fibras da matriz, rodeadas por abundante
infiltrado inflamatério. A presenca de vasos sanguineos em menor densidade

também foi acompanhada pelo menor didmetro e fenestragfes (Figura 70).
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(A) observar a organizagao da matriz extracelular com abundantes células tumorais e raras células
inflamatdrias, (B) Observar células tumorais (seta verde) dispostas entre a matriz extracelular (seta
amarela) e raro infiltrado inflamatdrio (seta brancas) e vasos sanguineos (circulo vermelho) e glébulos
vermelhos (seta preta).
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Figura 69 - Eletromicrografia das amostras do TES grupo tratado com jararagina
400 nM, obtida por MEV.
LR
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(A) Observar a organizacdo da matriz extracelular ao redor das células tumorais e infiltrado
moderado. (B) Observar a organizacdo da matriz extracelular e o infiltrado inflamatério no TES
obtidas por MEV. Destaque células tumorais (seta verde),organizacao fibrilar da matriz extracelular
(seta amarela) e o infiltrado inflamatdrio (seta branca), vasos sanguineos fenestrados (circulo
vermelho) e glébulos vermelhos (seta preta).
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Figura 70 - Eletromicrografia das amostras do TES grupo tratado com jararagina
800 nM, obtida por MEV.

(A) Observar a organizagdo da matriz extracelular com estruturas fibrilares em maior densidade e
infiltrado inflamatério intenso, (B) Observar as células tumorais (seta verde) inseridas na matriz
extracelular (seta amarela) e rodeadas por abundante infiltrado inflamatério (seta branca), assim
como presenca de vasos sanguineos em menor diametro organizados (circulo vermelho).
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4 DISCUSSAO

A jararagina, proteina isolada do veneno da serpente Bothrops jararaca, tem
mostrado atividade antitumoral in vitro e in vivo em células de melanoma maligno e
camundongos com melanoma, segundo resultados obtidos por nosso grupo
(CORREA et al., 2002; KLEIN et al., 2010; MARIA; VASSAO; RUIZ, 2003).
Baseados nestes resultados, o presente estudo teve como finalidade avaliar os
efeitos da jararagina em células tumorais de mama humana e murina, € in vivo no
modelo experimental de adenocarcinoma de mama de Ehrlich, formas ascitica e
sélida- ortotopico em camundongos.

As pesquisas em sistema de cultura de células e em modelos animais tém
avaliado venenos procedentes de diversas espécies de serpentes e os efeitos nos
diversos tipos de cancer, com o intuito de encontrar sustancias com possivel
potencial terapéutico, atuando como agente Unico ou como adjuvante (SON et al.,
2007; SONG et al., 2012; SWENSON et al., 2005; YEH et al., 2001).

A atividade hemorragica da jararagina foi avaliada na microvascularizacéo de
ovos embrionados, mostrando o efeito hemorragico nas concentracfes utilizadas
neste projeto. Esta hemorragia esta relacionada com a especificidade da jararagina
pelas integrinas a,B; expressa em celulas endoteliais (MOURA-DA-SILVA et al.,
2001). No estudo utilizado da MCA, ha uma expresséo acentuada destas integrinas
durante o desenvolvimento embrionario, além da fragilidade dos capilares que estédo
constituidos por uma Unica camada de células endoteliais, aparecendo a lamina
basal no dia 8 (CIMPEAN; RIBATTI; RAICA, 2008), fato demostrado pela hemorragia
provocada pela jararagina nas concentracdes de 400 e 800 nM.

Neste estudo, o tratamento in vitro com a jararagina, mostrou-se eficaz na
capacidade de inibir o crescimento de células de tumor de mama humano e murino
tratadas com diferentes concentracbes de jararagina. A jararagina tém efeitos
citotoxicos em células tumorais e normais de mama humana e murina. A viabilidade
celular avaliada apos 24, 48 e 72 horas, mostrou a reducéo da viabilidade celular
tempo- concentracdo dependente. Concentracdes superiores a 300 nM de jararagina
levam a uma significativa diminuigdo da viabilidade celular e alteracdes morfolégicas
acentuadas como perda da aderéncia em células de mama humana MCF-7 e T47D.

A determinacao dos efeitos da jararagina em células de fibroblastos humanos

FN1 e murinos L929 normais, e célula endotelial humana HUVEC, compde uma
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importante etapa do tratamento, comprovando se o composto possui especificidade
de acdo em células tumorais ou se trata de um composto citotdéxico para os tipos
celulares. A concentracao inibitoria ICso em células de fibroblastos humano e murino
foi de 619 e 1355 nM, respectivamente, e de 560 nM para as células HUVEC,
enguanto para as células de tumor de mama humana T47D e MCF-7 foi de 3170,
3980 nM respectivamente, e 598 nM para as células de carcinoma murino de
Ehrlich, ap6s 24 horas de tratamento.

Neste estudo, a menor ICsy apresentado em HUVEC, confirmam a
sensibilidade da célula endotelial, provavelmente pela ligacdo da jararagina aos
receptores integrina a,B; 0 que foi capaz de induzir morte celular por apoptose tipo
anoikis. A morte desencadeada por anoikis, onde grande parte das células aderem
se ao substrato, ocorre pela falta de sinais de sobrevivéncia induzida pela
inadequada ou inapropriada interacdo célula —matriz, resultando em morte por
apoptose, documentado em células epiteliais e endotelias (FRISCH; FRANCIS,
1994; STUPACK; CHERESH, 2005). Morte por anoikis tem sido relatada em células
endoteliais humanas HUVEC e células endoteliais murinas — tEnd apds tratamento
com jararagina, mostrando que a jararagina interfere com os contatos de adesé&o
focal, e consequentemente induz apoptose por anoikis. Este efeito é completamente
dependente da atividade catalitica da jararagina (BALDO et al., 2008; TANJONI et
al., 2005)

Na linhagem de fibroblastos, os valores da ICsy mostraram a maior
sensibilidade ao tratamento do fibroblasto humano em comparacéo ao fibroblasto
murino. Os fibroblastos séo células componentes da MEC, que se aderem as fibras
de colageno pelos receptores integrinas a;f1 e axBi, € sdo responsaveis pela
formacdo e remodelacdo do tecido conjuntivo (MORAES; JOAZEIRO, 2005). A
jararagina interfere com as integrinas a,3; expressos na superficie dos fibroblastos,
este receptor modula a atividade de ligagcdo com o colageno fibrilar, promovendo a
adesdo (HYNES, 1992). A jararagina atua como um substrato mimetizador do
colageno, mantendo os eventos de sinalizacao intracelular. Do mesmo modo liga-se
a superficie dos fibroblastos de maneira tempo-dependente, com aumento da
expressdo da integrina a,B; induzido apds incubagdo com a jararagina, mas a
ligacdo a superficie dos fibroblastos ocorre via uma ou mais interagées especificas
da jararagina, entre tanto, ndo se exclui o envolvimento de outros receptores na

interacdo da jararagina - fibroblasto (ZIGRINO et al., 2002).
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Fibroblastos peritoneais murinos A31 mostraram leves alteragdes no aspecto
morfologico das culturas apdés 10 minutos de tratamento com 40 pg/mL de
jararagina. Os efeitos promovidos pela toxina modificaram a rede de actina, mas néo
induziram morte por apoptose, enquanto nas mesmas concentragées estes efeitos
estdo associados a morte por apoptose indicando a seletividade pelas células
endoteliais (TANJONI et al., 2005). Em fibroblasto humanos HS-68, o tratamento
com jararagina aumenta a expressao de genes codificantes das subunidades as, ay,
Bs, Bs das integrinas, e diminuem a expressédo de as (GALLAGHER et al., 2005),
provavelmente por uma ou mais interagbes especificas da jararagina com os
receptores de superficie dos fibroblasto, sugerindo o envolvimento de outras
integrinas (ZIGRINO; DRESCHER; MAUCH, 2001).

Nosso grupo demonstrou que em fibroblastos humanos normais FN-1, o
tratamento com jararagina 30 ng provocou aumento da expresséo das integrinas 4,
Be € PB7, mostrando ter atividade apoptética pelo aumento da expressao do gene
CASP3. Em melanoma humano SKMEL-28, foi demonstrado que a jararagina induz
discreta diminuicdo na expressdo das subunidades a4, 0 [3;; enquanto as
subunidades ay, ai, 0s, B2, B3, Bs € Bs N0 sofreram alteracdes, indicando diferentes
vias de regulacdo entre as células normais e tumorais (KLEIN et al., 2011).

Neste estudo, concentracfes de 2400 e 4800 nM de jararagina, sao eficientes
na inibicdo da aderéncia das células de tumor de mama humana, caracterizadas por
expressar outros tipos de integrinas e juncdes, como as E-caderinas. Estes eventos
podem ser explicados pela inibicdo parcial ou total da adesdo de células que
expressam outros receptores integrinas (asB; € ag) especificos para outros ligantes
como fibronectina e laminina, quando tratadas em concentracfes maiores de 2000
nM (MOURA-DA-SILVA; MARCINKIEWICZ; NIEWIAROWSKI, 2001), e também a
presenca de motivos de adesdo presentes nos dominios tipo-desintegrina e rico em
cisteina (BALDO et al., 2010).

Em células de tumor de mama, as integrina a;3;, a1 € aipPf1 Se encontram
universalmente distribuidas, mas com niveis variaveis de expressao, demostrando
gue hé ligacdes ao colageno e/ou laminina no estroma tumoral. Células normais de
mama (184A1N4 e MCF-10A) e linhagens de celulas de tumor de mama positivos
para o receptor de estrogeno (RE) e que expresam E-caderina (MCF-7, T47D, ZR75-
1), podem se ligar a integrina a1, como ao receptor de laminina. Inversamente,

células de carcinoma da mama metastatico RE-negativo que expressaram vimentina
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(MDA-MB 231, MDA-MB 435 e MDA-MB 436), sédo incapazes de se ligar a laminina
pela integrina a,B;. Estes achados sugerem que a alteracdo da expressao de
integrinas durante a transformac&o maligna, como a diminuicdo da integrina a,p:
como ligante de laminina, parece estar associada a um aumento do fendtipo
metastético e transicdo epitelio-mesenquimal (KAMATA et al., 2001; MAEMURA et
al., 1995).

O tratamento das células de carcinoma mamario humano MCF7 e T47D com
jararagina, neste estudo apresentaram os maiores valores de ICso. A diferenca do
valor do ICsy das linhagens normais ja descritas, a menor sensibilidade nas
linhagens tumorais de mama humana supostamente estd relacionada a baixa
expressdo da integrina aB;, € a expressdo de outras integrinas as quais estao
associadas a progressao tumoral. Outras integrinas associadas a progressao
tumoral em cancer de mama sao asf; as,3; estas sao integrinas que contribuem no
controle da expressdo do receptor TGF-b. A expressao de a3 € importante na
producdo e liberacdo de MMP-3 e 9, envolvida na migracdo e formacdo de
metastase 0ssea, enquanto agf4 incrementa o tamanho do tumor e esta envolvida
na diminuigao da sobrevida (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010).

Nas linhagens A431 de células de carcinoma espinocelular e MDA-MB468 de
mama, a liberacao do fator de crescimento epidérmico (EGF) induz a progresséo do
ciclo celular e modificagbes morfoldgicas, como o arredondamento celular. Esta
observacdo sugere que as vias dependentes de fatores de crescimento, podem
causar perturbacdes no citoesqueleto, capazes de induzir morte por anoikis
(FRISCH; FRANCIS, 2001). Este fenbmeno proporcionaria uma forte pressao
seletiva e imediata para que as células se tornem resistentes a anoikis, talvez por
ativacao de oncogenes. Além disso, pode explicar porque varios oncogenes
simultaneamente ativam vias de sobrevivéncia. Estes exemplos especificos também
sublinham a importancia da ligacdo da integrina ao fator de crescimento, e a
resposta celular de sobrevivéncia ou morte programada (FRISCH; FRANCIS, 1994;
MEREDITH; FAZELI; SCHWARTZ, 1993). Este fato corrobora com os resultados
obtidos em célula T47D e MCF7 tratadas com altas concentra¢fes de jararagina. As
células T47D sao resistentes aos efeitos do TGF-b, enquanto as células MCF7 sao
sensiveis, sendo que ambas as linhagens sao receptor de estrogénio positivo
(KENNY et al., 2007).
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As células do tumor ascitico de Ehrlich, mostraram sensibilidade intermediaria
entre os fibroblastos normais e as células tumorais humanas, provavelmente pela
sua natureza de crescimento em suspenséo, que sofreram em maior grau dano em
sua membrana celular pela exposicdo a atividade catalitica da jararagina quando
tratadas em altas concentracbes. A expressao de receptores integrina tipo asf; na
membrana das células de Ehrlich, atua como um sistema transportador de
membrana dependente de calcio (MCCORMICK; JOHNSTONE, 1995).

Estudos em células do tumor ascitico de Ehrlich mostraram que a perda do
espraiamento das células de Ehrlich pode ser atribuida a perda funcional dos
receptores da superficie celular responsaveis pela da adesédo e espraiamento, mas
nao ha defeitos na funcao e organizacdao intracelular, jA que a maquinaria intracelular
€ preservada e pode ser ativada pela incorporacdo de moléculas de adesédo
artificiais na membrana plasméatica (BOGDANOV et al., 1991).

A adeséo celular e mobilidade sédo funcdes tanto de células normais e células
tumorais metastaticas, envolvendo receptores de adesdo transmembrana e
moléculas de sinalizacéo intracelular. Os resultados obtidos in vitro mostram que as
células tratadas com a jararagina apresentam alteracdes na morfologia, como a
perda da aderéncia a superficie com formacdo de agregados multicelulares
tempo/concentracdo dependentes. Relatos similares foram descritos em células de
melanoma humano (KLEIN, 2011; CORREA et al., 2002), células endoteliais
(TANJONI et al., 2005; MOURA-DA-SILVA et al., 2001), e fibroblastos (KLEIN et al.,
2011; ZIGRINO et al., 2002).

Nosso grupo demonstrou que em células de melanoma humano SKMEL-28, o
tratamento com jararagina promove alteracbes morfolégicas como retracdo
citoplasmatica, perda da adeséo, e a formacao de grandes agregados multicelulares;
estas modificacbes foram acompanhados da diminuicdo da expressao dos genes
CDK2 e CDK4, promovendo o aumento da populacéo de células na fase S do ciclo
celular (CORREA et al., 2002).

Em células endoteliais, a jararagina induz mudancas na dinamica do
citoesqueleto, com retracao celular, acompanhada de rearranjo da rede de actina, e
diminuicdo dos contatos de adeséo focal, resultando em apoptose e ativacao da pro-
caspase-3 e alteragcbes de Bax/Bcl-xL, sugerindo que estes efeitos séo
completamente dependentes da atividade catalitica da jararagina (TANJONI et al.,
2005).
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O tratamento, em doses baixas de jararagina (75 e 150 nM), n&o apresentou
alteracbes morfoldgicas visiveis, sendo a viabilidade superior a 62% nas células de
fibroblastos, 75 % em células de TAE, e maior de 80% nas células HUVEC, T47D e
MCF7. Em concentragbes de 300 a 1200 nM, a jararagina induz diminuigéo
significativa da viabilidade celular com perda de adesdo ao substrato, induzindo
perda dos contatos de adeséo focal, formacdo de agregados multicelulares e morte
por apoptose e necrose como apresentado nos resultados de anexina V/PI. Estas
alteracOes estao relacionadas com a estimulagéo da migragcédo e a fosforilacdo das
kinases de adeséo focal, associado com a sinalizagdo das integrinas, eventos
acompanhados do rearranjo do citoesqueleto de actina, com aumento da
polimerizacdo de actina e formacdo de processos celulares associados a
mobilidade, como os filopodios e lamelipodios (COSTA et al., 2008). Em altas
concentracdes (2400-4800 nM), a jararagina induz morte por necrose nas linhagens
avaliadas, decorrente da atividade proteolitica do dominio catalitico e perda
significativa da adeséao.

Neste estudo, células de tumor T47D apresentaram resisténcia a toxicidade
com aumento da proliferacdo celular e aderéncia, observada apds tratamento das
células com jararagina em concentragbes menores ao ICs,. Outra forma de
resisténcia a toxina, observada apds tratamento das células MCF-7, deu-se em
forma de estruturas agregadas tipo esferoides. Estas estruturas sao formadas pela
modificacdo no citoesqueleto de actina em resposta ao microambiente, que pode
apresentar estresse fisico ou quimico, e é capaz de ativar a movimentacdo do
citoesqueleto, e a formacao destes esferéides (KENNY et al., 2007).

Por outro lado, o método de exclusédo do azul de tripan permitiu uma melhor
visualizacdo da morfologia dos agregados celulares induzidos pelo tratamento. Os
fibroblastos FN1, L929 e endoteliais HUVEC, mostraram a formacéo de agregados
celulares com morfologia tipo cacho de uva. A célula de tumor de mama T47D
mostrou formacédo de colbnias similares ao tipo cacho de uva, mas com fraca
adesao célula-célula, observando-se células totalmente isoladas e viaveis apds o
azul de tripan, que voltaram a aderir se a superficie da cultura apos 48 e 72 horas;
concentracdes altas de jararagina inibiram por completo a aderéncia e diminuiram a
viabilidade celular. Estas morfologias também foram descritas em células de tumor
de mama cultivadas em microambiente 3D, sugerindo que a morfologia influi no

perfil de expressao de genes e expressao de proteinas (KENNY et al. 2007).
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A avaliacdo da viabilidade celular pelo método de exclusédo do azul de Tripan
mostrou maior porcentagem de células viaveis em comparacdo ao método MTT.
Esta diferenca pode estar relacionada no fundamento de cada teste, 0 MTT é um
método quantitativo, indicador da atividade metabdlica mitocondrial, com uma
relacdo linear entre atividade celular e absorbancia, enquanto o método de excluséo
do azul de tripan € um método qualitativo, baseado no principio que as células vivas
apresentam membrana celular intacta, excluindo o corante. A perda da integridade
da membrana acontece, frequentemente, apdés de completar a apoptose na maioria
de sistemas celulares. Assim, o tratamento com a jararagina induziu perda da
aderéncia com a MEC e diminuicdo da atividade mitocondrial, o que leva a um
processo de morte por apoptose, como mostrado nos outros resultados, com
diminuicdo da atividade mitocondrial e posterior perda da permeabilidade da
membrana celular e viabilidade. Estes eventos foram acompanhados pela liberagao
do citocromo c, e alteracao no ciclo celular.

As células de TEA ndo mostraram formacdo de agregados multicelulares,
provavelmente pela sua natureza de crescimento em suspensdo, observando-se
células vivas e mortas isoladas, com fragmentacdo da membrana celular.

Contrariamente as outras linhagens, as células MCF7 tratadas com jararagina
formaram agregados celulares tipo esferoides. As alteracfes observadas nestas
células permitiram que fossem classificadas como massa de células com nucleo
desorganizado, com fortes juncdes célula-célula, e auséncia de limen (KENNY et
al., 2007). Os esferoides apresentaram fortes juncdes celulares e células mortas nas
porcdes medular e cortical apds o tratamento com jararagina. Em cultura com maior
area, a jararagina induziu a formacéo de tubulos visiveis sem a formacéo de lumen
macroscopicamente.

A avaliacdo pelo método de exclusdo do azul de tripan permitiu também, a
observacdo de vacuolos citoplasméticos e corpos apoptéticos nas linhagens
celulares avaliadas, com excecdo das células MCF-7. Os vacuolos citoplasmaticos
séo produto da intensa atividade celular, acompanhado pelo aumento das células na
fase S do ciclo celular, apds tratamento com jararagina nas concentracdes de 600 e
2400 nM.

Os resultados do ICsg, as alteragBes morfoldgicas e a viabilidade celular pelo
método de exclusdo do azul de tripan em conjunto, sugerem 0 uso da jararagina

como um agente antitumoral capaz de induzir morte celular. Entretanto, a sua
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toxicidade em células normais, deverdo ser avaliadas e redirecionadas a outros
estudos, como por exemplo, formulacdo liposomais ou vesiculas que inibam seus
efeitos colaterais.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sao constantemente produzidas nas
células como subprodutos do metabolismo celular, realizando importantes funcdes
como mediadores de mecanismos de protecdo, tais como reacfes apoptose,
fagocitose e desintoxicacdo (LI et al.,, 2001; SALGANIK et al., 2001). O aumento
excessivo da formacdo de ROS induz danos ao DNA, promovendo modificacdes
mutagénicas em nucleotideos, oxidacdo de proteinas e a peroxidagcdo lipidica,
desempenhando um importante papel na carcinogénese. A peroxidacdo lipidica,
induzida pelos radicais livres, € considerada como 0 processo mais amplamente
investigado, sendo a membrana celular um dos componentes mais atingidos pela
alta concentracdo de &cidos graxos poliinsaturados suscetiveis a peroxidagao
(SODERGREN, 2000). Os oxidantes em geral produzem modificacdes em proteinas
levando a perda da funcdo e aumentando a taxa de degradacdo das proteinas
oxidadas, promovendo alteracdes na sua estrutura e na permeabilidade, o que leva
pode desencadear o processo de apoptose, ativando a via intrinseca da apoptose
presente em todas as células, dependente ou ndo da fosforilacdo da via das
caspases (SODERGREN, 2000).

Neste trabalho, foi avaliada a producdo de MDA como marcador de dano
oxidativo celular da membrana lipidica. Os resultados indicam que a jararagina afeta
0 processo de peroxidacdo lipidica, em todas as linhagens celulares de maneira
concentracdo-dependente, acompanhado pela citotoxicidade celular e alteracbes na
morfologia. Cabe ressaltar que os niveis elevados de producdo de MDA nas células
de TEA tratadas com 600 — 4800 nM por 24 horas, diminuiram ao longo do tempo de
tratamento, provavelmente pela diminuigdo da viabilidade e o aumento dos danos as
membranas celulares. As linhagens tumorais humanas MCF-7 e T47D mostraram
aumento significativo dos niveis de MDA a partir das concentragdes de 600 nM. No
entanto, ndo podemos excluir que as concentracdes diferentes da toxina podem ter
um efeito protetor contra as agressdes a membrana celular.

As ROS produzidas pelas células sdo os principais segundos mensageiros

para 0s sinais de sobrevivéncia induzidas pelo contacto MEC-célula, gerando
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sinalizacdes dependentes de aderéncia pela ligacdo a proteinas adaptadoras e
kinases (GIANCOTTI, 2000).

O tratamento com jararagina nas concentracdes 600 e 2400 nM mostraram
alteracdes no perfil do ciclo celular, inducdo de morte celular e alteracdo nos niveis
de expressao de marcadores por citometria de fluxo.

Nas células T47D, FN1, L929, HUVEC e TEA foi observado o aumento na
proporcao de células na fase de sintese, e diminuicdo na fase GO/G1 em ambas as
concentracbes de tratamento. As alteracbes no citoesqueleto com perda da
morfologia e adesédo, em combinagdo com o aumento da liberagdo do citocromo c,
caspase 3, e diminuicdo da expressao de Bcl 2, em diferentes proporcdes, sugere
morte por anoikis via intrinseca em células normais. No processo de Anoikis
parcialmente, ha um desprendimento das células na MEC o que sensibiliza as
células a apoptose mediado por Fas que ativa a cascata de caspases (FRISCH;
SCREATON, 2001)

Como observado nos experimentos de lipoperoxidacdo, as células estiveram
expostas a altos niveis de ROS, os que promovem a liberacdo do citocromo-c pelas
mitocondrias. O tratamento com jararagina induz o aumento da permeabilidade
mitocondrial com transicdo e liberacdo do citocromo-c em todas as linhagens
celulares normais, indicando dano mitocondrial.

Na célula MCF7 o tratamento com jararagina induz parada no ciclo celular
com aumento da fase GO/G1 e diminuicdo da fase S, sendo mais acentuada na
concentracéo de 600 nM.

Nas células de tumor ascitico de Ehrlich, a jararagina aumentou a frequéncia
de células em fase S e aumento de G2/M, indicando uma parada no ciclo celular. A
avaliacdo das vias de morte celular mostrou alta porcentagem de morte por
apoptose e necrose em baixa concentracdo. Por outro lado, o aumento da
expressdo de TNFR1, caspase 3 clivada, liberacdo do citocromo c, e diminuigcao de
Bcl 2, sugerem ativacéo da via intrinseca da apoptose. Este modelo celular mostrou-
se altamente sensivel, com morte por apoptose e necrose.

Cabe ressaltar que todas as linhagens apresentaram células em sub-G1
guando tratadas com altas concentracdes de jararagina. O aumento na proporcao de
células em sub-G1 em células normais, caracterizadas por necrose, correlacionou-se

aos dados do ICsy.
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A avaliagdo da expressdo de marcadores mostrou aumento de Bcl 2 em
ambas as linhagens tumorais de mama humana, provavelmente responséavel pela
viabilidade celular e modificacbes no citoesqueleto, jA que o aumento desta proteina
induz uma anormal polimerizagdo dos filamentos de actina localizados nas
membrana celular , com remodelacdo do citoesqueleto e consequente diminuicdo do
espraiamento celular (KE et al.,, 2010). Nas células MCF7 néo foi observada a
expressao significativa de caspase 3 clivada, nem na expressdo do receptor,
TNFR1, mas, hé liberagéo de citocromo c no tratamento a 2400 nM, sugerindo morte
celular por apoptose via intrinseca independente de caspase 3. Por outro lado, em
células T47D, a jararagina induziu aumento de caspase 3 clivada, liberacdo do
citocromo ¢, e expressdo de Bcl 2 e TNFR1 em altas concentracdes, sugerindo
proporcao de células mortas por apoptose via extrinseca.

A proporcdo de células vidveis encontradas na avaliacdo por anexina V/PI,
ap0s o tratamento com jararagina nas células tumorais de mama humana, nao
mostraram diferencias entre os grupos tratados e controle, provavelmente associada
a sinalizacdo e transducdo dos sinais de sobrevivéncia que permitem as ceélulas
neutralizar estimulos apoptéticos e escapar da morte celular, a sua vez a
superexpressao de proteinas antiapoptoticas Bcl-2 e Bcl-xL esta correlacionada com
0 aumento da resisténcia ao TNF-a.

Além da morte por apoptose, a linhagem tumoral MCF7 mostrou a formacéao
de estruturas tipo esferbides, perda da adesdo celular, remodelacdo do
citoesqueleto, e a formacdo de agregados celulares semelhantes aos acinos e
estruturas ductais. Este € um mecanismo cito protetor utilizado por células epiteliais,
como uma estratégia de sobrevida a anoikis em condicGes de estresse ou falta de
nutrientes com perda de adesao a MEC, induzindo a morte por autofagia (DEBNATH
et al., 2008; OUYANG et al., 2012) ou entosis (OVERHOLTZER et al., 2007).

No processo de formacgdo de Iimen em cultura de células mamarias, ocorre
uma selecdo de células resistentes ao processo de anoikis, com formacdo de
esferoides e uma gradativa diminuicdo do namero de células da regido medular
(SIMPSON; ANYIWE; SCHIMMER, 2008). O crescimento de esferoides é o
resultado da agregacédo, proliferagdo, polarizacdo, modulacdo das moléculas de
adesdao, e a morte das células do lumen (DO AMARAL; URABAYASHI; MACHADO-
SANTELLI, 2010). O balanco dinamico entre proliferacdo e morte celular explicam os

tipos de morte responsaveis pela formacédo do limen, podendo ser por apoptosis,
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autofagia ou entose. A autofagia € um processo que ocorre em resposta a um
estresse metabolico que resulta na degradacdo de componentes celulares
(DEBNATH et al., 2008), a entosis € um tipo de morte celular ativada por reacdes
catabdlicas, caracterizadas pela interiorizacdo de uma célula viva pela célula vizinha,
descrita como canibalismo celular. A decisdo se a célula interiorizada vai viver o
morrer por degradacao lisosomal, € dependente das condi¢cdes do médio externo
(GUADAMILLAS; CEREZO; DEL POZO, 2011

As células tumorais MCF-7 sé@o descritas como as mais eficientes em realizar
morte por entosis, por apresentar perda de caspase 3 e beclina 1, e por tanto, sao
relativamente incompetentes para apoptosis e autofagia (OVERHOLTZER et al.,
2007).

A morte celular por entose na linhagem MCF-7 tem sido associada com perda
da aderéncia & MEC. O aumento das forcas de tensdo enddgena e exdgena, dos
filamentos do citoesqueleto, ha a ativacdo de vias mecano-regulatorias que levam a
estabilizar a adesao focal (PASZEK et al., 2005). Nossos resultados sugerem que as
células de mama MCF7, tratadas com jararagina, podem sofrer morte celular por
entoses, mas precisa ser avaliado.

A morte por apoptose via anoikis, pode ser provocada por moléculas
gue degradam a MEC, como as metaproteinases, interfirindo com a formacéo de
complexos citoesqueleto e membrana conhecidos como adeséo focal. Dominios tipo
desintegrina isolados de SVMPs lll, tem mostrado indugdo de apoptose (YOU et al.,
2003). Nas SVMPs, a combinacdo de mecanismos como a catalise de adesdes
focais pelo dominio metaloproteinase, e a transducdo de sinais mediadas pelo
dominio tipo desintegrina sdo os possiveis estimuladores da morte por anoikis. No
tratamento com jararagina, a perda da adesao focal, é possivelmente o principal
indutor de apoptosis via anoikis, entretanto outros mecanismos deberdo ser
elucidados dependendo do tipo celular (TANJONI et al., 2005).

A somatodria dos valores de ICsy, as alteragcdes morfolégicas e a viabilidade
celular em conjunto, sugerem o0 possivel uso da jararagina como um agente
antitumoral capaz de induzir morte celular. Entretanto, a sua toxicidade em células
normais, deverdo ser avaliadas e redirecionadas a outros estudos, como por

exemplo, formulag&o liposomais ou vesiculas que modulem os efeitos colaterais.
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Baseados nos experimentos in vitro, foram estudados os efeitos do
tratamento com jararagina em animais portadores de adenocarcinoma murino de
Ehrlich, nas formas ascitica e sdlida - modelo ortotopico. O tratamento diario com a
jararagina nas concentracdes de 400 e 800 nM, dia apés a inoculagdo das células
tumorais permitiu avaliar a influencia do tratamento no desenvolvimento do tumor, na
progressao metastatica, angiogénese ou inibicdo da doenca.

Embora as células do tumor ascitico de Erhlich mostraram os maiores efeitos
de citotoxicidade in vitro, 0s grupos de tratamento in vivo com jararagina no modelo
de tumor ascitico (TEA) ndo apresentaram diferengas significativas no volume do
tumor, nem a taxa de sobrevida global, quando comparadas ao grupo controle. A
pesar de ndo apresentar diferencas matematicas do volume ascitico, foi observado
aumento significativo no peso corporal do grupo tratado com jararagina 800 nM
apartir do 13° dia de tratamento, isto pode ser atribuido a atividade pré-inflamatoria
da jararagina que induziu aumento do volume e no ganho do peso.

Em tumores asciticos, uma camada de estroma tumoral & formada nos
tecidos peritoneais de revestimento (peritbnio, mesentério e diafragma),
desenvolvendo se um estroma altamente vascularizado, com periténio rico em vasos
sanguineos e capilares sanguineos, que permitem o transporte de oxigénio e de
nutrientes essenciais para o0 crescimento tumoral e formacdo de metastase
(TEIXEIRA et al., 2006).

Estudos in vitro tém mostrado que o tratamento com jararagina 50 pg/mL
(1000 nM), em células aderentes residentes na cavidade peritoneal de
camundongos , induz a liberac&o citocinas pro-inflamatérias como o TNF-alfa, IL-
1b, e IL-6, citocinas que séo facilmente degradadas pela acdo proteolitica da propria
toxina (CLISSA et al., 2001).

Neste microambiente ascitico e considerando a resposta das células
residentes, o tratamento com jararagina estimula a resposta inflamatéria. Os
componentes principais do liquido ascitico sdo as células tumorais, células
inflamatdrias e células mesoteliais, cujos derivados como fatores de crescimento e
de citocinas estdo em suspensao e, apresentam influéncia direta ou indireta no
desenvolvimento do tumor. Este processo leva a liberacdo de fluidos na cavidade
abdominal, o que no modelo experimental ascitico ndo representa uma ferramenta

adequada para a avaliacdo dos efeitos antitumorais.
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Neste contexto, as respostas in vitro e in vivo no mesmo tipo celular diferem
pelo microambiente tumoral, que favorece o crescimento celular e a liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias pelas células residentes no peritdnio. Assim, a baixa
viabilidade observada como resposta a jararagina no tratamento in vitro, nao foi
reproduzida no modelo in vivo. Considerando, a atividade inflamatoria e proteolitica,
a dose diaria de 400 nM de jararagina pode ter influenciado no aumento de fatores
estimulantes de inflamacdo, assim como a degradacdo da membrana basal da
microvasculatura, e a presenca de micro-hemorragias na concentracao de 800 nM.

A avaliacdo da populacdo de células tumorais do liquido ascitico, ap0s 7 e 14
dias, mostrou aumento significativo da populacdo R1 nos grupos tratados com
jararagina, onde sao detectados duas subpopulacdes, células tumorais e
provavelmente células do infiltrado inflamatério ou debris celular. A avaliagdo do
ciclo celular mostrou aumento significativo das fases GO/G1 e S, em todos 0s grupos
tratados com jararagina, esta diminuicdo na progressdo do ciclo celular e a
diminuicdo da atividade mitocondrial, sdo descritas como produto da desaceleracao
no crescimento das células tumorais como consequéncia do microambiente anoxico
(TANNOCK, 1969).

O efeito direto da jararagina no dano da membrana das células tumorais pode
levar ao aumento da proliferagcédo celular in vivo, segundo resultados mostrados por
Donenko em células tumorais de Ehrlich (1992). O extrato da lise das células
tumorais de Ehrlich mostrou efeito protetor in vivo com aumento na proliferacdo de
outras células tumorais (DONENKO, 1992). Assim, a divergéncia da sensibilidade
das células de tumor de Ehrlich in vitro e in vivo, estaria relacionada ao
microambiente tumoral in vivo, onde as células secretam fatores que aumentam a
permeabilidade vascular e presenca de fatores que promovem a proliferacdo no
liquido ascitico.

Entretanto, a viabilidade das células tumorais nos grupos tratados com
jararagina é significativamente menor quando comparada ao controle; portanto,
poderia ser uma eficacia de resposta antitumoral, demonstrando os efeitos
antitumorais da jararagina, como ja publicado por nosso grupo. No entanto, a
inducdo de morte e proliferacdo celular, exercida pela jararagina, favorece a
proliferagéo celular pela liberagédo de citocinas proprias do processo inflamatorio.

Durante o processo inflamatério, os leucécitos sdo os efetores celulares

primarios que se mobilizam até o local da inflamagdo com a finalidade de ingerir,
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matar ou neutralizar o agente agressor, pela liberacdo de produtos toxicos, incluindo
enzimas proteoliticas, intermediarios reativos de oxigénio, e proteinas catidnicas.
Estes intermediarios reativos de oxigénio sdo gerados em reacdes na cadeia
transportadora da mitocondria, que podem atuar como reguladores nas vias de
sinalizacdo. A jararagina aumenta a producdo de malondialdeido de maneira dose
dependente no TEA, produzido em parte pelas células inflamatérias, e pelas células
tumorais.

As avaliagbes do infiltrado celular inflamatério mostraram que animais
portadores do TEA, tratados com o veneno bruto de B. jararaca, ndo apresentaram
diferencas na quantidade de leucécitos na cavidade peritoneal em comparacdo ao
grupo controle (SILVA et al., 2002), pelo que a inibicdo do crescimento tumoral pode
estar relacionada ao efeito proteolitico do veneno sobre as células tumorais ou sobre
0s mediadores, que modulam o crescimento tumoral (DE VIEIRA SANTOS et al.,
2004).

Nas analises do liguido ascitico nota se a presenca de células tumorais
exibindo extenso pleomorfismo, alteracéo da relacéo nucleo/citoplasma, e presenca
de infiltrado inflamatério. O tratamento com jararagina mostrou o aumento de
infiltrado inflamatério, com ninho de neutrdfilos, e blebing na membrana das células
tumorais, assim como condensacao da cromatina, sugerindo a atividade proteolitica
e inflamatoria da toxina, e consequentemente, a producdo de radicais livres
peroxidados e morte por apoptose, que foram discutidos anteriormente.

O tratamento com a jararagina 400 e 800 nM induz infiltrado inflamatorio, o
gual é caracterizado por aumento de liquido, diminuicdo da viabilidade das células
tumorais e 0 aumento na expressao de marcadores de inflamacao.

A avaliacdo da expressdo de receptores de superficie celular mostrou
diminuicdo da IL6R, assim como o aumento de CD44 e CD34 nos grupos tratados
com jararagina. Nao houve variagbes nos valores de IL1R, e expresséo do receptor
VEGFRL1 nos grupos tratados com jararagina em comparac¢ao ao grupo controle. O
aumento de CD44 pode estar envolvido com o aumento da resposta inflamatoria, por
ser uma molécula de adesdo expressa em linfécitos B e T, enquanto que o CD34
indica a presenca de células precursoras hematopoiéticas e endoteliais, sugerindo
intensa vascularizagao e doenga mieloproliferativa como observado no TES.

A injecao intraperitoneal com doses baixas de jararagina (6-48 ng) mostrou

um grande aumento de mastocitos, mostrando que a jararagina possui um efeito
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seletivo proliferativo ou provoca o recrutamento dessas células. Preparacdes
citolégicas das células residentes da cavidade peritoneal mostraram que 0s
mastocitos apresentam granulos em seu citoplasma, indicando que concentracdes
baixas ndo induzem a degranulagéo ou a liberacdo de aminas vasoactivas, como
histaminas ou outros mediadores inflamatérios. A jararagina induz aumento na
producdo e diferenciacdo de mieloblastos em concentracbes acima de 48 ng,
sugerindo que a toxina induz efeitos toéxicos na maturacao e liberacdo de leucdcitos
na circulacdo (MARIA, VASSAO; RUIZ, 2003). Nossos resultados do tratamento
diario em doses de 400 e 800 nM, mostraram os efeitos da jararagina na liberagéo
de precursores mieloides, como CD34 e reticulocitos, e sua modulacdo no
crescimento tumoral.

As células imunes tipo leucécitos e da linhagem mieloide, como mastécitos,
macréfagos, mondcitos e neutréfilos, tem induzido a progressdo do tumor, por
exercer numerosas atividades pro tumorais, como estimulacdo de angiogénese,
supressao de atividade antitumoral, e aumento da migracéo celular e metastase, por
sua vez estado associados aos fibroblastos que se tornam ativados, pelo qual o papel
das células mieloides é motivo de controvérsia no cancer de mama. (BISSELL;
HINES, 2011; COUSSENS; POLLARD, 2011). Outros tipos celulares, como
plaguetas, eosindfilos e progenitores hematopoiéticos, mas ainda ndo foram
determinados como promotores diretos da angiogénese tumoral, considerando as
diversas funcbes na inflamacéo e remodelacédo tecidual (COUSSENS; POLLARD,
2011).

Clissa e colaboradores (2001) mostram o0 aumento de citocinas pro-
inflamatérias IL-1b, IL-6 e TNFa em cultura de macrofagos apos tratamento com
jararagina. Neste estudo, embora nao tenha sido detectada variacdo nos niveis de
expressao do receptor IL-1R in vivo, ndo se descarta a presenca desta citocina no
peritdnio, contribuindo para uma resposta inflamatoria sistémica. Por outro lado, a
diminuicdo dos niveis de expressédo de IL-6R, mostra que a jararagina induz outras
vias de estimulacdo da proliferacdo. A interleucina-6 € um fator de crescimento
epitelial autécrino e paracrino em varios tipos tumorais, inclusive o de mama,
estimula o crescimento de células tumorais e contribui para recorréncia e metastases
de cancer de mama (RAO et al., 2006).

A IL1 é uma citocina mediadora de inflamacdo que induz a expressao de

moléculas de adesao, como CD44 e CD34 e liberacdo de mediadores da quimiotaxia
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de leucécitos (BORISH et al., 1990). O CD44 é uma glicoproteina transmembrana
amplamente distribuida em varios tipos células normais e tumorais, que
desempenha um papel critico na adeséo, migracao, invasao e sobrevivéncia celular.

Okamoto et al. (2002) demonstraram aumento dos niveis de CD44 soluvel no
plasma de pacientes com tumores, refletindo o aumento das atividades proteoliticas
e remodelamento da matriz associada ao crescimento e metastase. Uma das
funcbdes da molécula CD44 é a ativacdo de linfécitos T (LOOI et al., 2006). Na
resposta inflamatéria, o CD44 inicia a ativacdo dos linfocitos T para saida dos vasos
para os varios tecidos inflamados (SIEGELMAN; STANESCU; ESTESS, 2000).

A anadlise dos esfregacos do fluido ascitico e sanguineo mostraram a
presenca de abundante infiltrado inflamatério nos grupos tratados com jararagina,
correlacionando com o aumento nos valores de expressdao de das moléculas dos
marcadores de adesdo CD44 e CD34. A estimulacdo de uma resposta inflamatéria,
induzida pela jararagina, influencia no aumento dos linfonodos inguinais e
retroperitoneais.

O aumento na expresséo do CD34 no fluido ascitico dos animais tratados com
jararagina pode ser devido a capacidade de inducao de proliferacéo de precursores
hematopdieticos, que geram respostas locais, como a presenca do infiltrado
inflamatério, e sistémicamente podem causar aumento de orgdos como 0 baco,
figado e ganglios linfaticos, como observado no modelo ortotopico.

Entretanto, as citocinas e a producdo de ROS podem ter sido consequéncia
do dano induzido no tecido, como hemorragia e necrose. Estes mediadores
provavelmente se associam com outras vias de sinalizacdo e promovem diversas
alteracOes fisiopatoldgicas e danos tissulares.

Experimentos realizados mostraram que a jararagina € uma potente toxina
pro-inflamatoria e hemorragica dependendo da dose, na concentracdo de 1,25 pg a
jararagina induz acumulagédo de neutréfilos na bolha de ar, enquanto que 5 pg de
jararagina induz hemorragia quando injetada no coxin plantar (COSTA et al., 2002).
No presente trabalho, a jararagina foi administrada na dose de 1 ug (400 nM) e 2
ug (800 nM), sendo a primeira dose nao inflamatéria e a segunda uma dose nao
hemorragica, segunda a bibliografia.

O tumor de Ehrlich sélido (TES) ortotopico € um modelo experimental
importante na avaliagdo do crescimento local in situ do tumor sélido que proporciona

uma vantagem sobre o modelo ascitico, pois ha um microambiente definido,
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mostrando aspectos funcionais e estruturais distintos em resposta ao tratamento. Os
tumores solidos s&o estruturas tipo 0Orgaos, heterogéneos e complexos
estruturalmente, com células tumorais e estromais. Comparado com o tecido normal,
0 estroma do tumor estd associado com uma MEC alterada e um aumento no
nuamero de fibroblastos que sintetizam fatores de crescimento, citocinas, e moléculas
de adesdo. Assim, 0 estroma apresenta uma importante funcdo na capacidade de
invasao tumoral e metastase.

Na avaliagéo da progresséao do tumor, o tratamento com jararagina no modelo
experimental TES mostrou aumento significativo do volume do tumor, linfonodos e
O0rgdos nos grupos tratados com jararagina. Macroscopicamente, 0s tumores
tratados com jararagina apresentaram edema, hiperemia, hemorragia subcutanea e
ulceracdes, caracteristicos de uma lesao tecidual, acompanhado de linfoadenopatica
em géanglio linfatico drenante induzido pela resposta imune. Considerando que a
jararagina € uma metaloprotease tipo hemorragica, neste tratamento induziu uma
resposta inflamatoria intratumoral, resultando em um aumento de irrigacao
sanguinea e remodelacao tecidual.

Além da resposta inflamatoria, ocorre a formagcédo de areas de necroses e
ulceracdo. Assim, a protedlise e remodelacdo da rede da MEC, regula a tensdo no
tecido, gerando vias para a migracao e liberacdo de fragmentos proteicos da MEC.

Os fibroblastos séo as principais células de remodelacédo da MEC, produzindo
colageno e secretando fatores de crescimento. Por outro lado, 0 microambiente com
intensa remodelacado, produz fibras de coladgeno imaturas, do tipo fibrose que faz
pressdo sobre o microambiente tumoral, e induz a saida de células com formacéo de
metastase. Provavelmente, este foi o mecanismo pelo qual foram encontradas
células tumorais no sangue.

A aneuploidia é um forte indicador de malignidade, embora haja um nimero
significativo de neoplasias malignas de padrédo diploide. Pinto et al. (2003)
estudaram a expressao dos receptores hormonais e ploidia por citometria de fluxo, e
seus dados indicaram que 0s receptores para progesterona e ploidia de DNA sé&o
fatores progndsticos independentes no desenvolvimento do carcinoma de mama.

Neste estudo, foram avaliados isoladamente as por¢cdes medular e periférica
dos tumores solidos, a justificativa decorre do aspecto morfolégico apresentado, fato
da estratificacdo das camadas celulares, organizacdo, densidade e estroma

sintetizado no tumor. A analise de ploidia celular da massa tumoral mostrou menor
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propor¢do do numero de células aneupléides, com aumento na propor¢do do
namero de células diploides, o que indica que o volume maior observado nos grupos
tratados, é decorrente da remodelacao tecidual e infiltrado inflamatorio.

Neste trabalho, foram encontrados efeitos antiproliferativos na porcao
medular, com diminuicdo da proporcdo células na fase GO/G1 e na porcdo cortical
h4 uma parada das céllas na fase G2/M e aumento de células em GO/G1,
supostamente quiscentes.

A avaliacdo do potencial da membrana mitocondrial nos tumores mostrou alto
potencial mitocondrial nos tumores sélidos, sem diferencias entre 0s grupos, no
entanto observou-se baixo potencial mitocondrial nas células do TEA. Estes
resultados estdo correlacionados com a intensa atividade celular induzida pela
inflamacdo, remodelacdo tecidual e angiogénese no TES, em contraparte foi
observado diminui¢cdo da viabilidade celular Nas células do TEA.

Arquitetura, integridade e a funcdo do tecido estdo intimamente ligadas pelas
iteracdes célula-célula e célula-MEC. A remodelacéo do tecido através da acdo de
proteinases (MMPs), maquinaria apoptotica, assim como, fatores de crescimento e
moléculas de sinalizagdo, como consequéncia da inflamacédo e do remodelamento
tecidual, induzem a formacdo de fibras de colageno, fibras elasticas, infiltrado
inflamatério, promovendo uma matriz densa que exerce um controle sobre o
microambiente. Os compartimentos da matriz refletem uma distribuicdo das células
tumorais, das células inflamatérias e dos fibroblastos residente e os recrutados pelo
estroma, importantes na remodelagcdo da MEC. A integridade da membrana basal é
determinada tanto pelo sintese de novos componentes pelo epitelio, como pelo
estroma, e os efeitos sistémicos.

No presente experimento, foi detectado a presenca de células metastéticas no
grupo jararagina 400 nM , como também o maior volume tumoral, presenca de
ulceracbes e o aumento nos orgdos baco e figado, provavelmente como
consequéncia do estroma denso, e as alteragcdes hematoldgicas. No entanto, o
aumento da densidade da MEC pode ter atuado criando um isolamento do tumor. Na
avaliacdo sanguinea, apos 49 dias de tratamento foi observado a presenca de
células tumorais na via hematogénica acompanhada do aumento de plaquetas, no
grupo tratado com jararagina 400 nM. Uma hipétese para explicar a metastase é que
o tratamento local diario com jararagina modificou ose microambiente tumoral,

induzindo uma resposta inflamatoria, remodelacdo tecidual e angiogénese,



158

proporcionando a via de escape para a corrente sanguinea nas células tumorais,
evento nao observado no grupo controle.

A acdo inflamatéria da jararagina, com recrutamento de células
polimorfonucleares e mononucleares, com predominancia de neutréfilos, é um
mecanismo parcialmente dependente do dominio catalitico da jararagina, que ocorre
na presenca de macréfagos (COSTA et al., 2002). No cancer de mama, 0S
macrofagos sdo um dos tipos celulares relacionados com angiogénese, pela
liberagcdo de fatores pro angiogénicos como VEGF e proteases, favorecendo a
angiogénese dos vasos e do tumor (COUSSEN et al., 2011).

Estudos em células tumorais tém mostrado a associacdo entre inflamacéao e
angiogénese no crescimento celular e invasdo (BIERIE et al., 2009; COUSSENS et
al., 1999). O estado reticulado do colageno e rigidez da MEC, dois parametros
fisicos do microambiente do tecido, modulam o comportamento invasivo. Os tumores
de mama rigidos ou endurecidos forcam as adesdes focais promovendo a invasao
da MEC e inibindo a sinalizacdo de adesdes focais e invasdo tumoral. Nos grupos
tratados com a jararagina, os resultados demonstraram uma massa tumoral densa,
com aumento da populagéo celular na regido medular do tumor e &reas de fibrose, e
metastase na corrente sanguinea, sem a formagdo de massas nodulares nos 6rgao
internos.

A jararagina alterou os padrdes de hematologicos, sistémicos, sendo capaz
de induzir anemia e leucopenia, porém em menor proporcao que outros tratamentos
como a quimioterapia e radioterapia.

A analise histopatolégica dos tumores tratados com jararagina mostrou
aumento das areas de necrose na porcdo medular do tumor, com areas de
hiperproliferacdo e fibrose. A necrose pode estar associada a hipoxia celular
ocasionada pelo edema e o aumento da MEC, como o aumento da populagao
celular R1. O tratamento de animais portadores de tumores ortotépicos com
jararagina apresentaram aumento no baco, figado e ganglios linfaticos drenantes ao
sitio de implantacdo das células tumorais. Destaca-se a hepatoesplenomegalia e a
linfoadenopatia, nos grupos tratados, provavelmente associados ao tratamento
cronico e a exacerbacgdo da resposta inflamatoria.

O baco é um 6rgdo com fungcdo hematopoiética no camundongo, e influi na
composicdo do sangue, e funciona como dois 6rgéos, fazendo parte do sistema de

defesa e removendo debris ou restos celulares da circulagcéo. Os resultados obtidos
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no modelo ortotépico, tratados com jararagina por 49 dias, mostram esplenomegalia
sem reducdo no numero de leucécitos e plaquetas circulantes, com um aumento
significativo, com desvio a esquerda (aumento de reticulécitos na circulagao
periférica). O baco aumentado de tamanho retém um grande numero de células
sanguineas anormais, estas produzem obstru¢cées no seu interior e interferem no
seu funcionamento.

Na inflamacéo, alguns estagios da reacao inflamatéria séo caracterizados por
uma progressiva infiltragdo de tecido perivascular por diferentes subtipos de
leucécitos. Os granulécitos migram no tecido afetado nos estagios iniciais da
resposta inflamatoria, encontrando-se aumentadas nas primeiras coletas em sangue
em ambos o0s grupos de tratamento nos modelos TEA e TES.

As células inflamatoérias e citocinas encontradas em tumores, por muito tempo
foram vistas como mecanismos de defesa anti-tumor, registros na literatura tém
mostrado seu papel no crescimento, progressao e imunossupressao das neoplasias
(ALLAVENA et al., 2008; MANTOVANI et al., 2008). Por outro lado, a inflamacao
persistente parece criar um microambiente favoravel para o0 crescimento e
progressdo tumoral, e as células estromais derivadas de nédulos linfaticos podem
aumentar a proliferacdo de células do tumor por meio da libertacdo de fator de
crescimento tipo insulina e fator de crescimento epidérmico
(ZHANG; NIE; CHAKRABARTY, 2011).

O tratamento com jararagina induz infiltracdo de células do tipo mastécitos
gue se apresentaram nas preparagbes citologicas, como células integras e
degranuladas, em todas as concentracdes e periodos analisados. Camundongos
C57BL/6J tratados com jararagina cronicamente por 9 semanas, administrada pela
via intraperitoneal, mostraram que esta toxina possui um efeito seletivo proliferativo
ou provoca o recrutamento dessas células (MARIA et al., 2003).

Mediadores de reacado inflamatéria parecem estar envolvidos na inducéo de
influxo de leucécitos pela jararagina. A liberacdo destes mediadores responsaveis
pela acumulacdo de leucocitos na area inflamada, como o metabolismo do acido
araquidonico.

A avaliacdo da resposta inflamatéria e sua modulacdo ainda sé&o
guestionadas, varios autores demonstraram que os efeitos das toxinas ofidicas

atuam sobre células sanguineas, medula 6ssea, muasculo liso, epiderme, mostrando
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resultados variaveis, dependendo da concentragdo, tempo de exposicdo, via de
inoculacéo e tipo de toxina utilizada, como também o tecido ou local de inoculagéo.

A administracao in vivo da jararagina em camundongos C57BI/6J, mostraram
gue baixas concentracdes de jararagina (de 6 a 48ng) no tecido subcutaneo sao
capazes de induzir o influxo de macréfagos no compartimento peritoneal. Portanto,
baixas concentracdes de jararagina, administradas agudamente ou cronicamente,
sao capazes de induzirem respostas inflamatérias, sem causar efeitos deletérios no
sistema vascular e na microvascularizagdo. Os efeitos cronicos da inoculacao sobre
a medula déssea mostraram que as maturacdes das ceélulas e precursores ou
unidades formadoras de col6nia obedeceram a dose do tratamento, em baixas
doses ha um aumento na producdo e diferenciacdo de linfocitos e linfoblastos,
monadcitos e monoblastos e mieloblastos (MARIA et al., 2003).

Esses resultados reforcam a hip6tese que a toxina induz efeitos téxicos na
maturacao e liberacdo de leucécitos para a circulacao.

Neste trabalho, os efeitos colaterais identificados no compartimento
sanguineos foram anemia, aumento de plaquetas e leucécitos, que poderiam ser
decorrentes da formacdo hemorrdgica do fluido ascitico presente na cavidade
abdominal em conjunto com as células tumorais ou ainda pela produgcdo de
receptores e a liberacdo de fatores de crescimento estimulatorios ou inibitorios,
induzidos pela toxina ao longo do tratamento.

Nesta condicdo, o microambiente tumoral e suas interacdes com outros
sistemas € uma parte integral anatdémica e fisiologicamente associado, pelo qual, o
tratamento com jararagina foi capaz de modular o crescimento do tumor, induzindo
efeitos inflamatoérios que foram capazes de modificar a resposta terapéutica.

Pelos resultados, e como a sabedoria medica diz, a diferenca entre o remédio
e 0 veneno, acostuma estar na dose, assim a jararagina a 800 nM resulto toxico e
induziu necroso e hemorragia, mas a 400 nM provocou uma exacerbacdo da
resposta imunoldgica a alto nivel, mostrando que a inflamacédo exacerbada pode
influenciar no microambiente tumoral, pelo que doses menores deveriam ser

avaliadas em trabalhos futuros.
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5 CONCLUSOES

e As concentracdes inibitérias ICsy obtidas mostraram neste trabalho que a
jararagina apresentou citotoxicidade entre as linhagens celulares, sendo mais
sensivel a linhagem endotelial, seguido dos fibroblastos, e das células tumorais
de mama;

e as alteragBes na morfologia e na cinética do crescimento celular, a perda da
adesdo, sugerem que a jararagina induz morte celular por anoikis em células
normais, enquanto que nas células tumorais ocorreu morte celular por necrose
que foram acompanhadas pelo aumento da producdo de radicias livres
lipoperoxidados;

e nos modelos tumorais in vivo do TEA e ortotopico, o tratamento com jararagina
n&o induz diminui¢éo do volume do tumor, entretanto hd uma reacgéo inflamatoria
local de grande intensidade, diminuicdo da viabilidade e alteragcdo na ploidia
celular;

e avaliacbes hematoldgicas mostraram efeitos modulatérios sistémicos e locais,
como também a diminuicao dos efeitos colaterais mielossupressores;

e a expressdo dos marcadores pro-inflamatorios, da angiogénese e de células
endotelais mostraram que a jararagina € um mediador de controle da resposta
inflamatoria, capaz de mobilizar o infiltrado inflamatério intratumoral, modular a

MEC e impedir a migracéo e proliferacdo das células tumorais.
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