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RESUMO

SOARES M.A. - “Identificacdo e caracterizacdo do efeito antitumoral da peconha de

Crotalus durissus terrificus e avaliacdo do seu potencial uso na detec¢ao de tumores”

Os conhecimentos fundamentais sobre neoplasias estdo aumentando rapidamente, no
entanto, poucos avangos estdo sendo obtidos na clinica para terapia e diagnéstico de
tumores. Por este motivo o desenvolvimento de drogas alternativas é de extrema
importancia na tentativa de melhorar o progndstico da doenca e aumentar a sobrevida
dos pacientes. Peconhas de serpentes constituem fontes naturais de substancias bioativas
com grande potencial terapéutico. O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar
o efeito antitumoral da peconha de Crotalus durissus terrificus (PC) e seus
polipeptideos, Crotoxina e Crotamina, sobre linhagens de tumores cerebrais, bem como
avaliar seu potencial radiossensibilizador e sua aplicabilidade para deteccdo de tumores
in vivo. Os resultados obtidos demonstraram que PC possui potente efeito antitumoral
sobre tumores benigno, adenoma de pituitiria (GH3), e maligno, glioblastoma
multiforme (RT2), com ICsg de 0,96ug/mL e 2,15ug/mL, respectivamente. Este efeito
antitumoral ocorre via apoptose, € ciclo especifico e dependente de célcio extracelular,
um importante fator para a atividade fosfolipdsica A2 do principal componente da PC,
Crotoxina. PC também apresentou um importante efeito radiossensibilizador, tornando
os tumores até 66% mais sensiveis a radioterapia. O efeito antitumoral da PC pode ser
atribuido, pelo menos parcialmente, aos polipeptideos Crotoxina e Crotamina, que
também induziram apoptose das células de tumores cerebrais. Estes componentes da PC
interagiram de maneira especifica com tumores sélidos malignos in vitro e foram
capazes de detectar foco tumoral in vivo. Apesar da conhecida nefrotoxicidade e
neurotoxicidade da PC, o tratamento agudo com a dose antitumoral da PC estabelecida
in vitro ndo foi toxico para os animais analisados. Estes resultados indicam o potencial
biotecnoldgico da PC como fonte de moléculas moldes para o desenvolvimento de

farmacos e radiofdrmacos para a terapia e/ou diagnostico do cancer.

VI



ABSTRACT

SOARES, M.A. - Identification and characterisation of Crotalus durissus terrificus

venom antitumoral effect and evaluation of its potential use for tumours detection.

The neoplasms basic knowledge is increasing quickly, however, few advances have
been reached in clinical therapy and diagnosis of tumours. For this reason, the
development of alternative drugs is relevant in the attempt to improve prognosis and to
increase the patients survival. Snake venoms are natural sources of bioactive substances
with therapeutically potential. The objective of this work was to identify and to
characterise the antitumoral effect of Crotalus durissus terrificus venom (PC) and its
fractions, Crotoxin and Crotamine, on brain tumours, as well as, to evaluate its
radiosensibilising potential and its applicability for tumours detection in vivo. The
results demonstrated that PC possess a powerful antitumoral effect for benign (pituitary
adenoma) and malignant (glioblastoma multiforme) tumours with ICsy values of
0,96pg/mL and 2,15ug/mL, respectively. This antitumoral effect is mediated by
apoptosis induction; it is cell cycle specific and dependent of extracellular calcium, an
important factor for Crotoxin phospholipase A2 activity. Besides being a powerful
antitumoral agent, PC also presented an important radiosensibilising effect, increasing
in 66% the tumour radiotherapy sensitivity. The PC antitumoral effect can be ascribed,
at least partially, to the polypeptides Crotoxin and Crotamine that also induced brain
tumours apoptosis. These PC polypeptides specifically interacted with malignant
tumours in vitro and demonstrated to be capable to detect tumoral focus in vivo. In spite
of the PC known nephrotoxicity and neurotoxicity, acute treatment with its antitumoral
dose estabilished in vitro was not found to be toxic for the analysed animals. These
results indicate the biotechnological potential of PC as source of templates for

pharmaceutical and radiopharmaceutical design for cancer therapy and diagnosis.
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e TEMED: N,N,N’.N’-Tetrametil-1,2-
diaminometano.

e TMZ: Temozolomida.

e TNF: Fator de necrose tumoral.

* TNFR: Receptores de fator de necrose
tumoral.

e TP53BP1 : proteina de ligacdo a p53.
e TRAIL: Ligante indutor de apoptose
relacionado a TNF.

e TSH: Tireotrofinas.

e UV: Ultravioleta.

e V: Volt.

® ug: Micrograma.

* um: Micrometro.
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Introdugdo

1 INTRODUCAO

1.1  Cancer: definicao, causas e dados estatisticos

7z

O cancer é uma patologia caracterizada pela multiplicacdo e propagacao
descontrolada de formas andmalas das células do organismo. Os termos cancer,
neoplasia maligna e tumor maligno s3o sindnimos e distinguem-se dos tumores
benignos principalmente devido ao poder de invasdo e capacidade de metastatizar
(RANG et al., 2003). Além disso, diferente das neoplasias benignas que sao bem
diferenciadas, as neoplasias malignas sdo caracterizadas por uma variedade de graus de
diferenciacdo das células parenquimatosas, que podem ser muito bem diferenciadas ou
até completamente indiferenciadas.

As células tumorais multiplicam-se de forma acelerada, invadem os tecidos a sua
volta e estimulam a formag¢do de novos vasos sanguineos que as nutrirdo, permitindo a
manuten¢do do crescimento descontrolado. O actimulo dessas células forma os tumores
malignos, que adquirem a capacidade de se desprender e migrar. Invadem inicialmente
os tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior de um vaso sangiiineo ou linfético e,
através desses, dissemina-se formando as metéstases. O processo de formagdo do tumor,
ou tumorigénese, em geral se da lentamente; sdo necessarios varios anos para que uma
célula cancerosa prolifere e dé origem a um tumor visivel (INCA, 2007).

Sao varios os fatores de risco que aumentam a propensao individual ao cancer e
a urbanizacdo, a industrializacdo e a maior expectativa de vida da populacdo tém
contribuido bastante para o aumento desses fatores, favorecendo ndo s6 a maior
producdo dos agentes carcindgenos ambientais, mas também, a maior e mais prolongada
exposic¢ao dos seres humanos a esses agentes. Os principais fatores de risco implicados
na génese de diversos tipos de cancer sdo: fumo, hdbitos alimentares com elevada
ingestdo de gordura saturada e baixa ingestdo de fibras, consumo de élcool e a
exposicdo as varias formas de radiacdo (TRICHPOULAS et al., 1996). No entanto, os
agentes bioldgicos também tém sido reconhecidos como importantes desencadeadores
do processo de tumorigénese. O papilomavirus, por exemplo, tem sido identificado em
18 a 95% dos carcinomas de colo uterino e embora a infec¢do viral sozinha nio seja
suficiente para iniciar o processo de transformacdo maligna do epitélio cervical,

numerosas evidéncias indicam que a presencga do virus predispde a alteragdes genéticas
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adicionais (ZUR HAUSEN, 2001). Além dos fatores quimicos, fisicos e bioldgicos que
levam a tumorigénese, estima-se que 5-10% de todos os tumores estdo relacionados a
fatores hereditarios (AMERICAN BRAIN TUMOR ASSOCIATION, 2006).

O cancer ¢ um dos mais antigos males da humanidade. As estatisticas mundiais
mostram que mais de 11 milhdes de casos novos de cancer sdo diagnosticados todos os
anos e estima-se que em 2020 este numero serd equivalente a 16 milhdes. O cancer mata
cerca de 7 milhdes de pessoas por ano, o que corresponde a 12,5% das causas de morte
no mundo. Os cinco tipos de cancer mais comuns na populacio mundial sd@o os de
pulmdo, mama, estdbmago, colon-retal e colo de ttero, sendo os de mama e colo de dtero
os mais comuns entre as mulheres e estdmago e pulmdo os mais comuns entre 0s
homens. As maiores taxas de incidéncia de cancer sdo encontradas nos paises
desenvolvidos (Estados Unidos, Itdlia, Austrdlia, Alemanha, Canad4 e Franca) e nos
paises em desenvolvimento, as taxas mais elevadas encontram-se nos paises africanos e
no leste asiatico (WHO, 2007).

No Brasil, as neoplasias representam a segunda maior causa de morte por
doencas, atrds somente das doencas do aparelho circulatério. Em 2006 ocorreram
472.050 casos novos de cancer. Os tipos com maior incidéncia foram os de prdstata e
pulm@o no sexo masculino e mama e colo do tutero no sexo feminino. A distribui¢do dos
casos novos de cancer segundo localizagdo primdria é bem heterogénea entre estados e
capitais do pais; as regides Sul e Sudeste apresentam as maiores taxas, enquanto que as
regides Norte e Nordeste mostram taxas mais baixas. As taxas da regido Centro-Oeste

apresentam um padrio intermedidrio (INCA, 2007).

1.2  Distirbios do crescimento e diferenciacao celular

Os limites entre os crescimentos ndo-neopldsicos e neopldsicos nio sdo, ainda,
bem definidos. No entanto, pode-se afirmar que algumas lesdes proliferativas ndo-
neopldsicas evoluirdo para um crescimento neopldsico, ou seja, um Pprocesso
proliferativo controlado passard a crescimento ndo-controlado (INCA, 2007).

As principais lesdes proliferativas ndo-neopldsicas sao:

- Hiperplasia: caracteriza-se pelo aumento localizado e limitado do niimero de células
de um 6rgdo ou parte dele. As células hiperplésicas, apesar de formarem uma populagcdo

nova de células crescendo no local, conservam os mecanismos de controle da divisdo
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celular. A hiperplasia € um processo reversivel, ou seja, se o agente causador da
hiperplasia deixar de atuar, as células voltam ao nivel normal. Ela pode ser fisioldgica,
como ocorre no utero durante a gravidez e na mama durante a puberdade, ou patoldgica
como ocorre em casos de hiperfungdo da tiredide e em inflamacgdes cronicas.
- Metaplasia: € a subtitui¢do de um tipo de tecido adulto (epitelial ou mesenquimal) por
outro da mesma linhagem. Representa uma tentativa do organismo de substituir um
tecido exposto a um estimulo agressor por um tecido mais apto a suportid-lo. Um
exemplo de metaplasia é a transformacdo de um epitélio ndo ceratinizado em um
epitélio ceratinizado, como ocorre no epitélio da boca ou es6fago em conseqii€ncia de
irritacdo prolongada.
- Displasia: caracterizada por alteragdes importantes do crescimento e da diferenciacao
celular. Os exemplos mais conhecidos sdo as displasias epiteliais, nas quais ocorrem,
em graus variados, aumento do crescimento celular (hiperplasia), distirbios da
maturacdo das células e atipias celulares e arquiteturais. Nao raro, estdo associadas com
ou se originam de tecidos metapldsicos. Nem sempre uma displasia progride para o
cancer, ja que pode estacionar ou até regredir.

A neoplasia € definida como proliferacdes localizadas de células que tém

crescimento autonomo (FILHO et al., 2000).

1.2.1 Classificacdo e nomenclatura dos tumores

A classificagdo das neoplasias leva em consideracdo trés aspectos bdsicos: o
comportamento clinico (maligno ou benigno), o aspecto microscépico (critério histo-
morfolégico) e a origem da neoplasia (critério histo-genético). De acordo com o
comportamento clinico os tumores sdo classificados como malignos e benignos e os
critérios que permitem estabelecer a diferenca entre esses dois tipos de tumores sao
(TAB. 1):

- Crescimento: tumores benignos apresentam crescimento lento e expansivo, possuem
estroma com bom suprimento vascular e raramente apresentam necrose € hemorragia.
Os tumores malignos possuem crescimento rapido e desorganizado, tém caréter
infiltrativo, alto indice de multiplicacdo e, por isso, apresentam grande despropor¢ao
entre o parénquima tumoral e o estroma vascularizado. Areas extensas de necrose ou

hemorragia sdo encontradas nesse tipo de tumor.
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- Encapsulagdo: tumores benignos possuem pseudocapsulas fibrosas, formadas devido a
compressdo dos tecidos vizinhos pelo crescimento lento e expansivo do tumor. Em
tumores malignos, o crescimento rdpido, desordenado e infiltrativo ndo permite a
formacao das pseudocapsulas.

- Morfologia: as células tumorais apresentam graus variados de diferenciacdo. Células
de tumores benignos sdo bem diferenciadas e possuem aspectos caracteristicos dos
tecidos que as originaram. Células de tumores malignos variam desde bem diferenciadas
até completamente indiferenciadas e apresentam caracteres morfoldgicos que se
afastam, em grau variado, daqueles da célula de origem.

- Mitoses: tumores malignos, por apresentarem alta taxa proliferativa, possuem maior
namero de figuras mitéticas.

- Metastases: caracteriza-se pelo crescimento neoplédsico secunddrio, a distancia, sem
continuidade com foco primitivo. Apenas os tumores malignos possuem a capacidade

de metastatizar (INCA, 2007).

TABELA 1: Diferenciacao entre tumores benignos e malignos

CRITERIOS BENIGNOS MALIGNOS

Crescimento Lento, expansivo e bem delimitado.  Rdpido, infiltrativo com

delimitag@o imprecisa.

Encapsulagdo Presenca freqiiente. Geralmente ausente.

Morfologia Reproduz o aspecto do tecido Caracteres diferentes do tecido
de origem. de origem.

Mitoses Raras. Freqiientes.

Metéstases N3o ocorrem. Freqiientes.

Fonte: INCA, 2007.

A nomenclatura de quase todos os tipos de tumores recebe o sufixo —oma, que
significa literalmente tumor. Os tumores benignos recebem o nome dos tecidos que o
compdem acrescido do sufixo —oma como, por exemplo, o tumor benigno do tecido
glandular que recebe o nome de adenoma. Quanto aos tumores malignos, é necessario
considerar a origem embriondria dos tecidos, dos quais se deriva o tumor, para aplicar
as regras da nomenclatura. Os tumores malignos origindrios do epitélio de revestimento

sdo denominados carcinomas; um tumor originado de um epitélio glandular, por
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exemplo, € chamado adenocarcinoma. Tumores malignos origindrios dos tecidos
conjuntivos sdo denominados sarcomas (ex: lipossarcoma) e aqueles origindrios de
células bléasticas sao denominados blastomas (ex: neuroblastoma). Alguns tumores
recebem o nome dos cientistas que os descreveram pela primeira vez, como por
exemplo: linfoma de Burkitt, sarcoma de Ewing, tumor de Wilms, dentre outros

(FILHO et al., 2000; INCA, 2007).

1.3 Biologia Molecular dos tumores

1.3.1 O Ciclo Celular

O ciclo celular é um processo altamente ordenado que resulta na duplicacdo e
transmissdo da informagdo genética de uma geracao de células para a outra. Para isso, o
DNA deve ser replicado e copias idénticas dos cromossomos devem ser distribuidas
para duas células filhas. O ciclo celular compreende duas fases distintas: a mitose (fase
M) onde ocorre a divisdo celular propriamente dita e a interfase, que corresponde ao
intervalo entre o final de uma mitose e inicio da outra (ISRAELS et al., 2000).

A interfase € dividida em trés fases:

- A fase G (Gapl) corresponde ao intervalo entre a mitose (fase M) e a fase de sintese
do DNA (fase S). E nesta fase que a célula recebe os sinais mitogénicos e inibitérios do
crescimento e decidem se devem proceder, parar ou sair do ciclo celular. RNA e
proteinas sdo sintetizados durante esta fase.

- A fase S € definida como aquela em que todo o DNA € replicado. Durante esta fase, o
conteddo de DNA aumenta de um valor dipléide 2n para um valor completamente
replicado 4n.

- A fase G, (Gap?2) corresponde ao intervalo entre a fase S e a fase M. E nesta fase que
a célula se prepara para a divisdao (JOHNSON et al., 1999).

Em células somaticas animais, essa seqiiéncia de eventos do ciclo celular é
repetida a cada 18-24 horas. A fase G, usualmente ocupa a maior parte deste periodo,
variando de ~ 6 horas em células de crescimento acelerado e ~12 horas em células de
crescimento lento. A duracdo da fase S é determinada pelo tempo requerido para a

replicagdo de todo o genoma, o que normalmente ocorre em 6-8 horas. A fase G, € a
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mais curta da interfase e compreende essencialmente a preparacdo para a mitose. A fase
M geralmente ocorre em menos de 1 hora (LEWIN, 2004).

Eventualmente, a célula pode sair de G; e entrar em uma fase denominada Gy, na
qual o metabolismo celular € reduzido e ndao ha crescimento. Se a célula em Gy perde a
capacidade de se dividir ela é denominada célula senescente, mas, se ela estiver em Gy e
puder voltar para G; em qualquer momento, ela € denominada célula quiescente
(ISRAELS et al., 2000).

Os eventos do ciclo celular sao fortemente controlados em pontos especificos
denominados pontos de checagem. Existem trés pontos de checagem ao longo do ciclo
celular, localizados na interface entre as fases G/S, Go/M e na fase M (FIG. 1). O ponto
de checagem em G;/S € altamente regulado e tem como objetivo verificar se as
condicdes do ambiente estdo favordveis para a divisdo, se ha disponibilidade de
nutrientes e se o tamanho da célula estd adequado para a sintese de DNA, que ocorre na
fase S. No ponto de checagem em G/M € verificado se o DNA foi replicado
corretamente e se nao estd danificado. Caso seja necessario realizar reparos no DNA ou
a replicacdo ndo tenha sido completa, a célula ndo poderd proceder para a fase M. No
ponto de checagem em M ¢ feita a avaliacdo da formacdo adequada do fuso mitético e

do alinhamento equatorial dos cromossomos (MOLINARI, 2000).

Pontos de

Checagem "'i
#‘

G2

Ponto de Checagem
=

-

FIGURA 1: Desenho esquematico das fases do ciclo celular e seus respectivos pontos
de checagem (Ilustracdo adaptada de CANCER LINE, 2006. Disponivel em

http://www.cancerline.com).
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Nos pontos de checagem, os danos no DNA de uma célula normal sdo
reconhecidos por proteinas sensoras, tais como: ATM/ATR, DNA-PK e
RAD50/Mrel1/NBS. O sinal é entdo transmitido pelos transdutores ATM/ATR e a
resposta ao dano (parada no ciclo, reparo, manuten¢do do cromossomo ou induc¢do de
morte programada) € mediada por efetores tais como : Chkl, Chk2, MDM?2, p53,
TP53BP1 e Mrel 1/RADS0 (NORBURY et al., 2001).

A progressdo do ciclo celular € regulada por complexos heterodiméricos de
ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (cdks). Existem vdrios complexos

ciclina/cdk e cada fase do ciclo celular é regulada por um complexo diferente (FIG. 2):

CiclinaE CiclinaB

cdk2 cdki
15 CiclinaD A Ciclina A

cdk 4,6 cdk1,2

G1 | S G2 M

FIGURA 2: Complexos ciclina/cdk reguladores das diferentes fases do ciclo celular de
mamiferos (Adaptado de COOPER, 2000).

Os niveis de cdks nas células permanecem relativamente estdveis, mas, para
serem ativadas, elas devem fosforilar as ciclinas apropriadas. Ao contrario, os niveis de
ciclinas aumentam e diminuem de acordo com o estdgio do ciclo. As principais funcdes
dos complexos ciclina/cdk sdo: ativar as atividades celulares associadas a cada fase
particular do ciclo; ativar o complexo ciclina/cdk que controla o préoximo estdgio no
ciclo; inativar o complexo ciclina/cdk do estigio anterior e em alguns casos,
desencadear a propria inativacio ou degradacao (COOPER, 2000).

As ciclinas D s@o as primeiras a serem sintetizadas quando as células sdo
estimuladas a sair de Gy e entrar no ciclo celular. Os niveis de ciclina D, ao contrario
das outras ciclinas, sdo controlados pela presenca de fatores de crescimento. As ciclinas
D associam-se com as cdks 4,6 ativando-as e o primeiro substrato para o complexo
ciclinaD/cdk4,6 é a proteina do retinoblastoma (Rb). A proteina Rb exerce papel
importante na regulacdo da fase G e no ponto de checagem presente nesta fase do ciclo.

Rb liga e regula um grande numero de proteinas celulares incluindo os membros da

23



Introdugdo

familia de fatores de transcricdo E2F. Os fatores E2F regulam a expressdao de vérios
genes que expressam protefnas envolvidas na progressao do ciclo celular e sintese de
DNA, incluindo ciclinas E e A, cdc2 (em leveduras ou cdkl em mamiferos) e DNA
polimerase o. A ligacdo de Rb ao E2F inibe a capacidade transcricional de E2F e a
fosforilagao de Rb pelo complexo ciclinaD/cdk4,6 resulta na dissociagdao de Rb-E2F e,
conseqiientemente, na expressdo dos genes regulados por E2F. Em resumo, Rb
fosforilado deixa E2F livre que, por sua vez, permitird a progressdo do ciclo (FIG. 3)

(JOHNSON et al., 1999).

CiclinaD
cdkd b

P P —» Progresséo do ciclo

FIGURA 3: Regulacdo da atividade transcricional de E2F (Adaptado de JOHNSON et
al., 1999).

Os complexos ciclina/cdk podem ser inibidos pelos chamados inibidores de
ciclina/cdk (CKIs). Dentre os CKIs estdo os membros da familia CIP/KIP (p21, p27,
pS7) e da familia INKy (p135, p16, p18, p19). O controle das ciclinas no ciclo celular é
feito por ubiquitinacdo, onde a ubiquitina, uma proteina de 76 aminoécidos, se liga a
extremidade da ciclina alvo marcando-a. Apds a marcagdo, a ciclina é, entdao, degradada
(ALBERTS et al., 2002).

Em um organismo multicelular a proliferagdo deve ser controlada de modo que
cada célula entre em divisao somente quando uma célula adicional é necessdria ao
organismo. Assim, para a proliferacdo de uma célula animal, além de nutrientes, a
célula deve receber também um sinal estimulador de outras células. Estes sinais atuam
transpondo os mecanismos intracelulares de parada, que tendem a restringir o

crescimento celular e bloquear a progressao do ciclo celular (ISRAELS et al., 2000).
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O crescimento descontrolado das células tumorais ocorre devido a um ciclo
celular completamente desregulado. Estas células ndo respondem a estimulos de parada
nos pontos de checagem e nem aos sinais que induzem morte celular. Alguns estudos
sugerem que essa falta de controle do ciclo resulta da combinacdo de uma baixa
expressdo dos genes supressores tumorais € uma superexpressdo de oncogenes
(KARPINETS et al., 2005).

Os oncogenes sao derivados de proto-oncogenes que fazem parte do mecanismo
normal de regulacdo do ciclo celular. Quando mutados, 0s proto-oncogenes se
transformam em oncogenes ficando excessiva ou inapropriadamente ativos,
desregulando a proliferacdo celular. Dentre os oncogenes estio o HER2/neu, RAS, c-
RAf, c-SRC, ¢c-MYC e BCL-2. Os genes supressores tumorais codificam proteinas que
funcionam normalmente inibindo a divisao celular, atuando principalmente nos pontos
de checagem. Sdo genes supressores tumorais: BRCA1, BRCA2, NF1, NF2, RB, P53 e
PTEN (BLUME-JENSEN, 2001).

O gene supressor tumoral P53 codifica uma fosfoproteina de 53kda que, por sua
vez, desempenha importante papel no controle do ciclo celular atuando nos pontos de
checagem G,/S e G,/M. Essa fosfoproteina € capaz de limitar a proliferacdo celular apds
uma lesdo do DNA por dois mecanismos: parada no ciclo celular para permitir o reparo
do DNA ou ativacdo da morte celular programada ou apoptose. Dentre os efetores
associados a parada no ciclo celular induzida por p53 estd o p21, um inibidor de
ciclina/cdk, também conhecido como WAF1 ou CIP1. Outros alvos de p53 no controle
do ciclo celular incluem a proteina 14.3.3 e a ribonucleotideo redutase pS3R2. Dentre os
reguladores chave da apoptose, p53 pode induzir a ativagdo de Bax e do receptor de
morte Fas. A perda da func¢do de p53 na tumorigénese pode resultar tanto na progressao
inapropriada no ciclo apés um dano do DNA, quanto na sobrevivéncia de uma célula
que estava destinada a morte. Mutacdes no gene P53 tém sido demonstradas em cerca

de 50% dos tumores humanos (STOKLOSA et al.,2005).

1.3.2 Morte celular programada (Apoptose)

Um importante mecanismo fisioldgico e patolégico de controle do ciclo celular é
a apoptose, ou morte celular programada. A apoptose promove a eliminacao seletiva de

células danificadas, visando a integridade do organismo e a manutengdo da vida. Ela
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pode ser deflagrada por sinais de estresse tais como lesdo ndo reparada do DNA,
alteracdes nas vias metabolicas (aumento do célcio intracelular, redu¢do do pH, estresse
oxidativo), quimioterapia, radioterapia, toxinas ou privacdo dos fatores de crescimento.

Apoptose é um processo que requer gasto de energia, caracterizado
morfologicamente pela diminuicdo do volume citoplasmdtico, condensacdo da
cromatina, degradacdo do DNA em porcdes especificas de 180 pares de bases e
formacdo de corpos apoptéticos. Diferente da morte por necrose, que provoca uma
resposta inflamatéria potencialmente prejudicial, a apoptose causa alteracdes na
superficie da célula que promovem a fagocitose por macréfagos, antes de ocorrer a
liberacao do seu contetido citoplasmatico (FIG. 4) (ZIEGLER et al., 2004).

Muitos genes que controlam o ciclo celular, como P53, c-MYC e RB, estao
envolvidos no processo de morte por apoptose. Proteinas da familia BCL-2 (Bcl-2, Bax,
Bad, Bid, dentre outros) também desempenham papel importante no processo de morte
programada (RICCI et al., 2006).

Existem duas vias principais de regulacdo da apoptose: a via mitocondrial ou
intrinseca e a via de receptores de morte ou extrinseca; ambas as vias ativam caspases
iniciadoras e ambas convergem para uma via final comum de caspases efetoras. As
caspases sdo cisteino proteases que, em resposta a estimulos pré-apoptéticos, clivam o
substrato apds um residuo de aspartato. As caspases iniciadoras (ex: caspase 8 e caspase
9) ativam caspases efetoras pela clivagem proteolitica de pré-caspase. As caspases
efetoras (ex: caspase 3), apOs serem ativadas pelas caspases iniciadoras, agem sobre
substratos especificos, como inibidores de apoptose (Bcl-2), proteinas regulatérias do
citoesqueleto, moléculas que mantém estoques de ATP (PARP — Polimerase poli ADP-
ribose), fator de fragmentacdo de DNA (DFF) e 1aminas nucleares (STRASSER et al.,
2000).
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FIGURA 4: Alteragdes que diferenciam a morte apoptdtica da morte necrdtica.

(Adaptado de ZIEGLER et al., 2004).

A apoptose por via mitocondrial ocorre quando proteinas pro-apoptdticas da
familia Bcl-2, como Bad, Bid, Bax e Bak se ligam na superficie da mitocondria, onde
estdo algumas proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-X1). Ao se ligarem a superficie da
mitocOndria, as proteinas pro-apoptéticas inativam as proteinas anti-apoptoticas
induzindo a formacgdo de poros transmembranares na mitocondria e conseqiientemente,
a liberagdo de citocromo c. No citoplasma, o citocromo ¢ se liga a Apafl (fator de
ativacdo da apoptose) e a pro-caspase 9 formando um complexo chamado apoptossoma.
O apoptossoma ativa caspase 9 que, por sua vez, ativa caspase 3. Depois de ativada, a
caspase 3 atua sobre substratos especificos que levam a célula a morte apoptética (FIG.

5) (ZIMMERMANN et al., 2001).
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FIGURA 5: Desenho esquemdtico da apoptose via mitocondrial (Adaptado de
ZIMMERMANN et al., 2001).

Os sinais de dano celular também podem ser recebidos por receptores
especializados localizados na superficie da membrana plasmdtica. Neste caso, a
apoptose serd desencadeada via receptores de morte. Os receptores de morte da familia
TNFR (receptores de fator de necrose tumoral) incluem o TNFRI1, Fas e receptor de
TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado a TNF), que podem ser ativados por
TNF-o (fator de necrose tumoral o), FasL (ligante de Fas) e TRAIL, respectivamente.
Os membros desta familia sdo caracterizados estruturalmente por 2-5 repeticdes
extracelulares ricas em cisteina. Os receptores de morte desencadeiam a apoptose
através da ativacdo direta das caspases: por¢des citoplasmdticas dos receptores podem
interagir, através de vdrias proteinas adaptadoras (ex: FADD — Dominio de morte
relacionado a Fas e TRADD - Dominio de morte relacionado a TRAIL), com pro-
caspase 8 ativando-a. As proteinas adaptadoras se ligam aos receptores de morte através

da interagao dos dominios de morte (DD) e a pro-caspase 8 através do dominio efetor da
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morte (DED). Ao se ligar ao receptor de morte, a pro-caspase 8 (também conhecida
como FLICE) € clivada originando a caspase 8, que ativa as caspases efetoras (ex :
caspase 3) iniciando, entdo, o processo de morte celular (FIG. 6) (FLEISCHER et al.,
2006).

FASL,

Caspase 3

&_.Summ i — APOPTOSE

=Y

Caspase 8

FIGURA 6: Desenho esquematico da apoptose via receptores de morte (Adaptado de
FLEISCHER et al., 2006).

A ligacio de TNF-o ao receptor de morte TNFR1 também pode ativar a
apoptose mediada por esfingomielinases (Smases). As Smases sdo enzimas que
degradam a esfingomielina, um esfingolipidio encontrado na membrana plasmaética de
todas as células de mamiferos, promovendo a formacdo de ceramidas. As ceramidas
induzem uma série de sinais pré-apoptdticos que provocam o aumento da
permeabilidade mitocondrial desencadeando a apoptose. A ativacdo das Smases pelo
receptor de morte é mediada por uma proteina denominada FAN (Fator associado a

ativacdo de esfinfomielinase neutra) (FIG. 7) (DING et al., 2004).
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FIGURA 7: Desenho esquemdtico da apoptose ativada por TNFa e mediada por
esfingomielinase (Adaptado de DING et al., 2004).

A apoptose também pode ser induzida por enzimas citosolicas como as
fosfolipases A, (cFLA;) (ATSUMI et al., 2000). A FLA, é uma diversa classe de
enzimas que catalisam a hidrdlise de fosfolipidios e 4cidos graxos, desempenhando
papel importante em varios eventos bioldgicos incluindo metabolismo de fosfolipidios e
transducdo de sinal (HIRABAYASHI, 2004). A hidrolise de fosfolipidios pela FLA,
gera 4cido araquidonico (AA) e lisofosfolipidios. Sa@o os acidos araquiddnicos que,
mediados por enzimas cicloxigenases e lipoxigenases, geram as ROS (espécies reativas
de oxigénio), as quais causam o rompimento da mitocondria, permitindo a liberacdo de
citocromo c e, conseqiientemente, induzindo a apoptose (FIG. 8). O 4cido araquiddnico
também tem sido indicado como mediador da formacdo de ceramidas através da
esfingomielinase (ZHAO et al., 2002).

Defeitos na via apoptética sdo bastante comuns no processo de formagdo de
tumores, pois permite que células danificadas continuem proliferando. Além disso, a
apoptose desregulada afeta a quimio e radiorresiténcia, aumentando o limiar para a

morte celular. Uma alternativa para o tratamento de tumores € utilizar substancias que
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atuem diretamente sobre moléculas chave da apoptose, ativando aquelas pré-apoptéticas

e inibindo as anti-apoptéticas (FLEISCHER et al., 2006).
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FIGURA 8: Desenho esquemdtico da apoptose induzida por cFLA2 (Adaptado de
ZHAQ et al., 2002).

1.4 Imunidade contra tumores

Células tumorais possuem diversas mutacdes em seu DNA que resultam na
expressao de proteinas que normalmente ndo sdo expressas no organismo. Muitas dessas
proteinas sdo reconhecidas como estranhas, desencadeando uma resposta imune
especifica que pode suprimir o crescimento da célula tumoral JANEWAY et al., 2002).

Os tumores expressam peptideos antigé€nicos, também conhecidos como
antigenos de rejeicao tumoral, que podem se tornar alvos para uma resposta de células T
especifica. Existem seis categorias distintas de antigenos de rejei¢cdo tumoral que podem
ser reconhecidos pelo sistema imune: os antigenos derivados de oncogenes e genes
supressores tumorais mutados, os antigenos de diferenciacdo, os antigenos de expressao
génica anormal, os antigenos que apresentam modificacdes pds-traducionais e 0s
antigenos derivados de proteinas oncovirais (Id., ibid).

O principal mecanismo de imunidade tumoral € a destrui¢ao das células tumorais
por linfécitos T citotéxicos. Estes reconhecem e destroem as células potencialmente
malignas, que expressam peptideos derivados de proteinas celulares mutantes, os quais
sdo apresentados em associacdo a moléculas do MHC da classe I. A importancia das

células T auxiliares na imunidade tumoral € menos clara, porém, elas podem fornecer
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citocinas para o desenvolvimento dos linfécitos T efetores. Além disso, células T
auxiliares especificas para antigenos tumorais podem secretar citocinas como o fator de
necrose tumoral (TNF) e interferon-y (INF-y) que podem aumentar a expressao de MHC
da classe I em células tumorais e a sensibilidade a lise por linf6citos T citotéxicos. Além
disso, portadores de tumores podem produzir anticorpos contra diversos antigenos
tumorais e estes podem destruir as células tumorais através da ativacdo do complemento
ou citotoxicidade mediada por células, onde macréfagos e células natural killer (NK)
participam da destrui¢do. As células NK destroem especialmente células tumorais com
baixa expressdo de MHC da classe I, caracteristica que impede o reconhecimento e
destruicao por linfécitos T citotoxicos. A capacidade tumoricida das células NK ¢é
aumentada pelas citocinas, incluindo interferon e interleucinas (IL-2 e IL-12) (ABBAS
et al., 2005).

Os macréfagos também desempenham papel importante na imunidade
antitumoral. Eles, provavelmente, sdo ativados através do reconhecimento direto de
alguns antigenos presentes na superficie dos tumores ou ativagao por IFN-y, produzido
pelas células T. Os macréfagos destroem as células por mecanismos que incluem a
liberacdo de enzimas lisossomais, intermedidrios reativos de oxigénio e 6xido nitrico.
Macrofagos ativados também podem produzir a citocina TNF que € capaz de induzir
trombose nos vasos sanguineos tumorais destruindo o tumor (Id., ibid.).

Muitas das células tumorais, principalmente aquelas de tumores malignos,
possuem mecanismos que permitem que elas escapem da resposta imune (FIG. 9):

- Células tumorais podem nao expressar ou expressar uma quantidade reduzida de MHC
da classe I, impedindo o reconhecimento por linfécitos T citotoxicos.

- Algumas células tumorais, principalmente aquelas de crescimento acelerado, perdem a
expressdo de antigenos tumorais (ex: antigenos gpl00 em melanomas) que provocam
respostas imunes.

- Células tumorais podem produzir proteinas imunossupressoras como, por exemplo,
ligantes de Fas (FasL) que induzem a morte apoptdtica em leucdcitos.

- Os antigenos de superficie celular em tumores podem estar escondidos do sistema
imune por moléculas do glicocdlice, processo conhecido como mascaramento

antigénico (Id., ibid.).
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FIGURA 9: Desenho esquemadtico da imunidade contra tumores € 0os mecanismos de
fuga da resposta imune presentes na maior parte das células de tumores malignos

(Adaptado de ABBAS et al., 2005).

Além dos mecanismos de escape, outros dois fatores impedem que o sistema
imune reconheca as células tumorais como estranhas. Primeiro, o rdpido crescimento e
disseminagdo do tumor podem superar a capacidade do sistema imune de erradicar as
células tumorais e segundo, a semelhanga entre células tumorais e as células normais
torna as células tumorais pouco imunogénicas (JANEWAY et al., 2002).

Este segundo fator tem sido relacionado as principais falhas da terapia com
anticorpos monoclonais, que visa eliminar as células tumorais com anticorpos capazes
de reconhecé-las de maneira especifica. A especificidade dos anticorpos para o tumor
deve ser alta o suficiente para que eles nao se liguem as células nao tumorais, o que faz
com que essa terapia seja dificilmente bem sucedida. Tal fato pode ser comprovado por
um estudo recente publicado por MARSHALL (2006) na revista Science que relatou
uma violenta reagcdo causada pelo tratamento com anticorpos monoclonais em pacientes

voluntarios de uma pesquisa cientifica. O objetivo da pesquisa era tratar leucemia e
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doencas auto-imunes, porém, apds receber o tratamento com anticorpos monoclonais,

todos os pacientes apresentaram reagcdes graves e precisaram ser internados.

1.5 Diagnéstico de tumores: aplicacoes da Medicina Nuclear

O diagnéstico de tumores pode ser feito através de andlises bioquimicas do
sangue, estudos citopatolégicos e andtomopatolégicos, imuno-histoquimica e imagem.

Os métodos de imagem convencionais t€ém importante papel na avaliacdo nao
invasiva dos pacientes com neoplasias. A tomografia computadorizada (TC), a imagem
por ressonancia magnética (IRM) e o ultra-som permitem caracterizar alteragdes
anatomicas decorrentes da doenga, porém, esta avaliacdo nem sempre € conclusiva. A
presenca de massa residual em pacientes com boa resposta ao tratamento, assim como a
infiltracdo de linfonodos de pequenas dimensdes, sdo exemplos de situacdes nas quais a
avaliacdo estrutural € insuficiente (OLIVEIRA et al., 2006).

A imagem na Medicina Nuclear permite a caracteriza¢do funcional e metabdlica
dos tecidos, complementando os dados anatomicos e, desta forma, auxiliando no
diagnéstico e principalmente no acompanhamento e otimizagdo do tratamento dos
pacientes com tumores. As técnicas de imagem na Medicina Nuclear sdo a tomografia
por emissdo de féton dnico (SPECT) e tomografia por emissdo de pésitron (PET)
(TINOIS, 2005).

A SPECT utiliza radiofarmacos convencionais e permite a aquisi¢do e exibicao
de imagem tridimensional. Os radiofdrmacos mais comumente usados na imagem
oncoldgica em SPECT sio aqueles marcados com os radiois6topos °'1 (364keV), *'Ga
(93keV), *'Ta (135 e 167keV) e o “"Tc (140keV). O tecnécio 99m (*™Tc)
transformou-se em um tracador muito importante para imagem tumoral, devido a sua
disponibilidade, dosimetria favordvel, meia vida curta (T%2= 6 horas) e emissao de féton
gama unico de energia favordvel para a imagem. Alguns dos radiofdrmacos que utilizam
o ®™Tc como tracador para detectar tumores primarios ou metastiticos sio: > "Tc-

medronato (*’™Tc-MDP) para cintilografia éssea, ° "Tc-enxofre coloidal para figado e

99my 99m,

baco, = Tc-gluco-heptonato e ~~Tc-acido-dietilenotriaminopentacético (*™Tc-DTPA)

99m,

para cintilografia cerebral, e *™Tc-4cido dimercaptossuccinico (*™Tc-DMSA) para

cintilografia do cortex renal. Estes radiofarmacos ndo sdo especificos para tumores, e

(194

sim para 6rgaos, o que permite detectar “dreas quentes” (hipercaptantes) e “areas frias”
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99mTc—a’lcido—hepaltoiminodialcc’:tico (**™Tc-HIDA) é

(hipocaptantes ou ndo-captantes). O
especifico para tumores benignos ou malignos de hepatécito (THRALL et al., 2003).

O PET é um tipo de tomografia que detecta radiacdo gama proveniente da
aniquilacdo de positrons. Quando os positrons adquirem energia térmica, eles se
combinam com elétrons negativos e se aniquilam dando origem a dois fétons de
511keV na mesma direcdo, porém, em sentidos opostos. Os agentes tumorais mais
comumente usados em PET sdo o 18F—Fluordesoxiglicose (ISF—FDG) e ''C-Metionina,

porém estes ndo sdo especificos para tumores, podendo se ligar inespecificamente em

orgdos com alta taxa metabolica e fluxo sanguineo (Id., ibid.).

1.6 Os Tumores cerebrais

Os tumores cerebrais sdo todos aqueles que possuem sua origem no cérebro,
nervos craniais, meninges e glandula pituitdria (tumores cerebrais primarios) e também
aqueles que se iniciam em alguma parte do corpo e metastatizam para o cérebro
(tumores cerebrais metastaticos). Os tumores cerebrais constituem apenas 1-2% dos
tumores em adultos, no entanto, sdo de dificil progndstico e a sobrevida dos pacientes
geralmente é muito baixa. Além disso, esses tumores representam os tumores sélidos
mais comuns em criancas, sendo responsaveis por 25% das mortes relacionadas ao
cancer em menores de 20 anos (PEREZ et al., 1997).

Os tumores cerebrais sdo classificados como benignos ou malignos dependendo
do grau de malignidade e, para facilitar a comunicagdo e o plano de tratamento, a OMS
classifica os tumores cerebrais malignos por categorias. Os tumores classificados
biologicamente como grau I sdo aqueles menos agressivos e aqueles classificados como
grau IV s3o os mais agressivos. Geralmente, os tumores cerebrais possuem células de
diferentes graus de diferenciacdo e aquelas pertencentes ao grau mais anapldsico
determinardo o grau do tumor, mesmo se a maioria das células for de um grau mais
baixo (AMERICAN BRAIN TUMOR ASSOCIATION, 2006).

Dentre os tumores cerebrais primdrios, os meningiomas sao os mais freqiientes
representando cerca de 30%. Os astrocitomas de grau II representam 12%, os
glioblastomas 23%, os tumores neuronais 8%, os adenomas de pituitiria 7%, os
linfomas 3%, os oligodendrogliomas 3% e os meduloblastomas 2% (FIG. 10). Os

tumores metastaticos sdo os tumores cerebrais mais comuns, com uma incidéncia anual
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cinco vezes maior do que os tumores primdrios. Os principais tumores que metastatizam

para o cérebro s@o os de mama e de pulmao (Id., ibid.).

8%

m Meningioma
0O Gliohlastorma
O Astrocitoma

B Adenoma de Pituitana
1)
2% @ Linforma
3%
m Cligodendroglioma
3%
m Meduloblastoma

0O Cutros

O Tumores neuronais

FIGURA 10: Freqiiéncia dos diferentes tipos de tumores cerebrais primarios (Adaptado

de AMERICAN BRAIN TUMOR ASSOCIATION, 2006).

1.6.1 Glioblastoma Multiforme

O glioblastoma multiforme (GBM) ou astrocitoma de grau IV tem sua origem
nos astrécitos e representa o astrocitoma de maior incidéncia. Ele € mais comum em
adultos, sendo mais freqiiente em homens. Os sintomas mais comuns sdo: dores de
cabeca, nduseas, vOomito, perda de memoria ou fala, alteracdes visuais e fraqueza. O
glioblastoma possui capacidade de criar novos vasos sanguineos (angiogénese) e invadir
os tecidos adjacentes de maneira difusa, o que torna sua completa remocao uma tarefa
praticamente impossivel (BERNSTEIN et al., 2000). Por esse motivo, a sobrevida
média dos pacientes com glioblastoma multiforme € de 50 semanas (BRAT et al.,
2003).

A performance dos pacientes com glioblastoma € avaliada, geralmente, pelo
indice de Karnofsky e depende da combinag¢do de sinais e sintomas neuroldgicos,
independéncia nas atividades da vida didria e grau de cuidados médicos que o paciente

necessita (TAB. 2). A sobrevida dos pacientes com GBM reduz com a regressao do
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indice de Karnofsky, independente de outras varidveis prognésticas. O tratamento do

GBM ¢ efetuado rotineiramente com cirurgia, radioterapia e quimioterapia, dependendo

do tamanho e localizacdo do tumor, do estdgio da doenca e da idade e condigdo

neurolégica do paciente (COLLI et al., 2001).

TABELA 2: Graduacao da performance dos pacientes pelo indice de Karnofsky

Habilidade do paciente Percentual do indice Estado do paciente
de Karnofsky
Atividade normal; ndo necessita 100 Normal; sem  queixas, sem
cuidados especiais. evidéncia da doenca

90 Atividade normal; sinais menores
da doenca.

80 Atividade normal ¢/ esfor¢o; alguns
sinais da doenca.

Incapaz de trabalhar; capaz de 70 Cuida de si; incapaz de efetuar
viver em casa; capaz de realizar atividades de trabalho.

a maioria das necessidades

pessoais; necessita de uma 60 Requer assisténcia ocasional, supre
quantidade varidvel de cuidados. a maioria das suas necessidades.

50 Requer considerdavel assisténcia e
cuidados médicos freqiientes.

Incapaz de cuidar-se; requer 40 Incapacitado; requer cuidados e
cuidado hospitalar; a doenca esta assisténcias especiais.
progredindo rapidamente.

30 Muito incapacitado; hospitalizacdo
indicada sem risco de morte
iminente.

20 Muito doente, hospitaliza¢ao
necessdria.

10 Moribundo; progressao fatal
répida.

0 Obito.

Fonte: COLLI et al., 2001.
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A patogénese do GBM € um processo que parece envolver uma série de
alteracoes genéticas. Cerca de 40% dos GBM apresentam superexpressdo de receptores
de crescimento epidermal (EGFR) (SMITH et al., 2001). Além disso, outras alteracdes
genéticas presentes nesses tumores incluem: a perda ou mutacdo do cromossomo 10
(PTEN), inativacdo ou perda do gene p53, superexpressdo de receptores de fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) e superexpressio de MDM?2, que marca

pS53 para que ela seja inativada (BENJAMIN et al., 2003; BRAT et al., 2003) (FIG. 11).

Inativacao de p53

!

Superexpressao de PDGFR

~
GBM [ +1 Mutaciio do PTEN
Amplificacio de EGFR 7 T
Superexpressao de MDM2

FIGURA 11: Alteragdes genéticas em glioblastoma multiforme (Adaptado de BRAT et
al., 2003).

1.6.2 Adenoma de Pituitaria

A glandula pituitdria, ou hipdfise, estd localizada na por¢cao mediana do cérebro e
tétm como funcdo a sintese e secrecdo de alguns hormdnios essenciais tais como a
prolactina (PRL) e hormonio de crescimento (GH). Além destes, a pituitdria também
secreta hormoOnios responsdveis por regular a secrecdo de outros hormonios de vdrias
outras glandulas e 6rgdos do corpo humano, incluindo a tireéide (horménio TSH),
adrenais (hormonio ACTH), testiculos e ovarios (hormonios FSH e LH). A glandula
pituitdria libera os hormdnios na corrente sanguinea, onde eles serdo carreados aos seus
respectivos Orgdos ou glandulas. Estes, por sua vez, liberardo outros hormdnios que
fardo o feed back para o hipotidlamo, que dard o sinal para que a pituitdria interrompa a
sintese dos hormonios ou para que produza uma quantidade ainda maior, dependendo

das necessidades do organismo (AYUK et al., 2006).
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Os adenomas de pituitdria sdo neoplasmas relativamente comuns na populagdo,
no entanto, apenas uma pequena fracdo destes tumores leva a manifestagdes clinicas,
que podem ocorrer pela compressao de estruturas vizinhas ou devido a sindromes
enddcrinas causadas por hipersecre¢ao hormonal (DONANGELO, et al., 2004).

Os adenomas de pituitdria podem ser classificados pelo tamanho, tipo de
hormoénio que secretam e pela andlise microscépica das células tumorais. Aqueles
menores que lcm sdo classificados como microadenomas e aqueles maiores que lcm
sdo classificados como macroadenomas. Adenomas secretores de prolactina (PRL),
adrenocorticotrofina (ACTH), hormoénio do crescimento (GH) e tireotrofinas (TSH)
normalmente secretam altas quantidades desses hormonios na corrente sanguinea; ja os
adenomas de gonadotrofinas raramente secretam altas quantidades de FSH e LH e, por
esta razdo, sdo referidos como adenomas de pituitdria ndo secretores. Cerca de 70% dos
tumores de pituitaria sdo funcionais ou secretores € 0s sintomas mais comuns causados
por esse tipo de tumor estdo relacionados ao excesso de produc¢do hormonal. Os
somatrotopinomas, adenomas de hipdfise secretores de GH, representam cerca de 30%
dos adenomas hipofisdrios com manifestagdes clinicas e podem causar acromegalia e
gigantismo. Hiperatividade da tiredide, dores de cabeca, sono, desbalanco hidrico e
alteracdes visuais também estdo presentes em pacientes com adenoma de hipdfise
(PICKETT, 2003).

A maior parte dos adenomas de pituitdria desenvolve na por¢do frontal da
glandula, regido denominada adenohipdfise ou pituitdria anterior, sendo raramente
encontrados na neurohipéfise ou pituitdria posterior. Geralmente, os adenomas de
pituitdria sdo benignos e de crescimento lento, porém, em cerca de um ter¢o dos casos,
ele se trasnforma em carcinoma hipofisario, adquirindo comportamento invasivo e
dando origem as metdstases (MELMED et al., 2003).

A teoria monoclonal € a mais aceita para a iniciacdo da tumorigénese na
pituitdria, ou seja, acredita-se que uma unica célula sofre alguma(s) mutagdo (Ses) que
lhe confere capacidade proliferativa (CLAYTON et al., 2001). Além disso, estimulos
provenientes do hipotdlamo também podem contribuir para o crescimento do tumor
(DONANGELDO et al., 2004).

Algumas das alteracOes genéticas freqiientemente encontradas em adenomas de
hipéfise sdo: perda alélica das regides cromossomais 11q13 e 13q14 — RB1 e baixa
expressao de pRb (HONDA et al., 2003); baixa expressao de p27 (CKI) (TEIXEIRA et

al., 2000); baixa expressao do gene supressor tumoral Nm23 e superexpressdao do proto-

39



Introdugdo

oncogene PTTG (ZHANG et al., 1999) (FIG. 12). Raramente sdo encontradas
anomalias na expressdo de pS3 (OLIVEIRA et al., 2002).

O tratamento do adenoma de pituitaria depende do tamanho e da atividade
hormonal do tumor, bem como da idade e do estado de saide do paciente. O principal
objetivo do tratamento € remover ou reduzir a massa tumoral e/ou regular os niveis
hormonais. A cirurgia, radioterapia e quimioterapia sdo os tratamentos mais comumente

utilizados (AMERICAN BRAIN TUMOR ASSOCIATION, 2006).

Perda das regioes
11913 ¢ 13q14 - RB1
Super expressio 1 Baixa expressio
de PTTG |\ . #°|  depRB
ADENOMA DE PITUITARIA

I Baixa expressao

Baixa expressao de Nmi23
de p27

FIGURA 12: Alteracdes genéticas em adenoma de pituitdria.

1.7  Principais formas de tratamento de tumores

1.7.1 Tratamento cirdrgico

O tratamento cirurgico € uma boa op¢do para o controle e cura do cancer quando
este se encontra na fase inicial, podendo ter cardter curativo ou paliativo. O tratamento
curativo € indicado nos casos iniciais da maioria dos tumores sélidos e promove a
remog¢ao do tumor primdrio com margem de seguranca. A margem de seguranga na
cirurgia oncoldgica varia de acordo com a localizagdo e tipo do tumor: o tumor benigno
possui margem de seguranca equivalente ao seu limite macroscopico; o cancer exige
resseccado mais ampla, devido ao seu cardter de invasdo microscopico. O tratamento

cirtrgico paliativo tem como objetivo reduzir o nimero de células tumorais ou controlar
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sintomas que pdem em risco a vida do paciente ou comprometem a sua qualidade de
vida (INCA, 2007).

A cirurgia também permite o diagndstico histolégico da lesdo, que é a base para
todos os outros processos terapéuticos. O tamanho e a localizagcdo dos tumores e o
estado clinico e neuroldgico do paciente sdo varidveis importantes no planejamento de
um procedimento cirurgico. A extensdo de uma resseccdo € limitada pelos riscos de
morbidade e mortalidade que devem ser estabelecidos e aceitos em comum acordo entre
o médico e o paciente (COLLI et al., 2001).

Em pacientes com GBM, raramente a cirurgia por si s6 € um procedimento
curativo, apesar de existirem vdrios trabalhos indicando que as ressec¢des mais extensas
propiciam um prognéstico melhor. Geralmente, a curva de sobrevida de um paciente
apds o tratamento cirdrgico ndo excede 4 meses (MOOTS et al., 1998).

Para pacientes com adenoma de pituitdria, a excisdo cirtrgica é o tratamento
mais indicado. Cerca de 90% dos pacientes com microadenomas t€ém sua taxa hormonal
regulada apds a cirurgia, no entanto, o mesmo sé ocorre em 50% dos pacientes com
macroadenomas. Pacientes com adenomas muito grandes necessitam de outras formas

de terapia apos a cirurgia (ABOSH, et al., 1998).

1.7.2 Quimioterapia

A quimioterapia antineoplésica consiste no uso de substancias quimicas para o
tratamento de neoplasias malignas. E geralmente escolhida para tratamento de tumores
malignos do sistema hematopoético e para tumores s6lidos que apresentam metastases.

O tumor maligno € constituido por trés grupos de células: as que se dividem
ativamente, as paradas na fase Go do ciclo celular e as que perdem a capacidade
reprodutiva. Quanto menor a massa tumoral, maior o nimero de células em reproducao.
A medida que o tumor cresce, as células iniciam uma competi¢io por nutrientes,
oxigénio e espaco, fazendo com que o nimero de células em reproducdo diminua.
Células que se reproduzem ativamente sd@o as mais sensiveis a quimioterapia (INCA,
2007).

Os quimioterdpicos antineopldsicos podem ser classificados de acordo com a sua
estrutura quimica e funcao celular ou de acordo com a sua atuacio no ciclo celular. Em

relac@o a sua estrutura quimica e fungdo celular os agentes antineopldsicos podem ser:
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alquilantes, que possuem grupos alquil capazes de formar ligacbes covalentes com
componentes celulares (ex: Nitrosouréias como a Carmustatina - BCNU);
antimetabdlitos, que bloqueiam as vias de sintese do DNA (ex: Antagonistas do folato
como o Metotrexano — MXT); antibidticos citotoxicos, que fragmentam ou inibem a
sintese do DNA e RNA (ex: Antraciclinas como a Doxorrubicina); derivados vegetais
que, em geral, inibem a mitose e a sintese de DNA (ex: Alcal6ides da vinca como a
vincristina) € hormodnios, usados em tumores derivados de tecidos hormonio-
dependentes (ex: Estrégenos como o fosfestrol). Quanto a relagdo com o ciclo celular,
eles podem ser: ciclo-especificos, mais eficazes em tumores de crescimento rpido ja
que atuam em células que estdo no ciclo de divisdo celular (neste caso podem ser
também fase especificos e fase inespecificos); ou ciclo inespecificos, que possuem
eficdcia independe da célula estar se dividindo ou em repouso (Ex: Alquilantes- ciclo
inespecificos; Antimetdbdlitos- ciclo especificos e fase especificos, atuando na fase de
sintese; Antibidticos citotdxicos- ciclo especificos e fase inespecificos) (SIKIC, 1999).
A quimioterapia pode ser:
-Curativa: visa acabar com a doenca.
-Paliativa: visa minimizar os sintomas e melhorar a qualidade de vida do paciente.
-Potencializadora: utilizada simultaneamente a radioterapia, com o objetivo de melhorar
a relacdo dose terapéutica/ dose téxica do tratamento com radiacao.
-Adjuvante: administrada posteriormente ao tratamento principal, cirdrgico ou
radioterdpico, com o objetivo de eliminar células residuais metastaticas.
-Neo-adjuvante, administrada previamente ao tratamento principal, cirdrgico ou
radioterdpico, com o objetivo de diminuir o volume tumoral e eliminar metastases
(MCKNIGHT, 2003).

Os determinantes bdsicos na escolha do tratamento quimioterdpico sao:
diagndstico histolégico e localizagdo do tumor, estagio da doenga, toxicidade potencial,
duracdo da toxicidade presumida e condi¢des clinicas do paciente, que podem ser
quantificadas pelo indice de Karnofsky. Alguns dos requisitos para a aplicacdo da
quimioterapia sdo: perda de peso inferior a 10%; auséncia de contra-indica¢do para as
drogas selecionadas; auséncia de infeccdo ou infeccdo sob controle; contagem das
células do sangue e dosagens séricas dentro dos limites. A quimioterapia é totalmente
contra-indicada para portadores de doenca maligna em fase terminal, gravidas no
primeiro trimestre, portadores de infeccdes graves e pacientes comatosos (KUFE et al.,

2003).
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A aplicacdo dos agentes quimioterdpicos pode ser: regional, onde o agente é
aplicado diretamente em uma artéria ou cavidade, atingindo altas concentracdes
regionais (ex: intravesical, intrapleural, intra-tecal, intrapericardio, intraperitoneal);
local, onde a droga € injetada diretamente no local do tumor; sist€émica, método mais
utilizado, t€m como objetivo tratar o organismo como um todo (ex: oral, intravenosa,
intra-arterial, subcutanea e intramuscular) (MCKNIGHT, 2003).

A dose do agente quimioterdpico administrada € determinada a partir do célculo
da superficie corporal do paciente expressa em m?, que é feito de acordo com a seguinte

equacao (DUBOIS et al., 1916):

0,725

Supertficie Corporal (m%) = 0,007184 x (Altura em cm)”’*) x (Peso em kg)

N

A resposta do paciente a quimioterapia pode ser completa, quando a doenca
desaparece completamente; parcial, quando hd a reduc¢do de 50% ou mais das lesdes
mensuraveis por exame fisico ou técnicas radioldgicas; a doenga pode se tornar estavel,
quando ocorre uma reducao menor que 50% ou até um aumento de 25% das lesdes
mensurdveis; ou a doenca pode continuar progredindo, quando ocorre um aumento
maior que 25% das lesdes mensuraveis (MILOSAVLIJEVIC et al., 1997).

Os agentes quimioterdpicos agem de forma ndo especifica, atuando
indistintamente no tumor e em células de proliferacdo rdpida, como as do sistema
hematopoético e das mucosas, o que obriga uma interrup¢do periddica do tratamento
para a recuperacdo do paciente. A quimioterapia tende a produzir, em maior ou menor
grau, os seguintes efeitos toxicos gerais: mielossupressdo, cicatrizagdo deficiente,
alopecia, lesdao do epitélio gastrointestinal, depressdo do crescimento em criancas,
esterilidade e teratogenicidade (WORKMAN et al., 2002).

Alguns dos fatores que dificultam o tratamento quimioterdpico de pacientes com
tumores cerebrais sdo a limita¢do da concentra¢do da droga no cérebro e no tumor pela
barreira hematoencefélica e a pouca tolerancia do SNC aos agentes quimioterapicos
convencionais. Sao vdrias as tentativas efetuadas para aumentar a liberacdo dos agentes
quimioterdpicos dentro dos tumores do SNC, tais como a administracdo intra-arterial, a
quebra da barreira hematoencefdlica através da administracdo de solucdo saturada de
manitol, quimioterapia intratumoral e administracdo de quimioterdpicos associados a

polimeros biodegraddveis. No entanto, as técnicas desenvolvidas para aumentar as
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concentracdoes dos agentes quimioterdpicos nos tumores do SNC com reduzida
toxicidade sistémica detém-se nos efeitos toxicos sobre o SNC (COLLI et al., 2001).

Os agentes quimioterdpicos mais usados no tratamento de gliomas de alto grau
sao os alquilantes, porém, alcaldides naturais, antimetabdlitos e antagonistas de
horménios também t€m sido empregados. O agente alquilante mais utilizado no
tratamento do GBM ¢ a 1,3-bis (2-cloroetil)-nitrosouréia (BCNU), uma nitrosouréia
lipossolivel, de baixo peso molecular e baixa ionizagdo em pH fisioldgico, o que
possibilita atravessar a barreira hematoencefdlica e atingir altas concentragdes
intratumorais. Estudos comprovam que o uso de BCNU como adjuvante no tratamento
radioterdpico aumentou em 15% a sobrevida dos pacientes com GBM (FINE et al.,
1993).

Outros agentes alquilantes como temozolomida (TMZ), procarbazina,
diaziquona, dacarbazina, carboplatina, cisplatina e dibromodulcitol também tém sido
testados no tratamento de astrocitomas de alto grau (MOOTS et al., 1998). Dentre os
derivados vegetais, os taxanos e os alcaldides da vinca também estdo sendo testados em
pacientes com GBM (NICHOLAS et al., 1997).

Em pacientes com adenoma de pituitdria, os andlogos de somatostatina sao os
agentes quimioterdpicos mais utilizados desde a década de 80, no entanto, sua baixa
meia-vida requer vdrias injecoes durante o dia. Doses efetivas variam de 100-1500upg/
dia, administradas subcutineamente em 3-4 doses, fazendo com que os gastos com esse
tratamento atinjam cerca de $8000 por ano (MELMED, 1990). Agonistas de dopamina,
como a bromocriptina, também té€m sido utilizados, entretanto, apenas 15% da massa

tumoral é reduzida (ABS et al., 1998).

1.7.3 Radioterapia

A radioterapia é uma modalidade terapéutica que utiliza as radiagdes ionizantes
no combate as neoplasias, com o objetivo de cura ou melhora da qualidade de vida do
paciente.

As técnicas de radioterapia mais comumente usadas atualmente sao:

- Teleterapia: terapia a distancia; a fonte de radiacdo fica a 1 metro de distancia do
paciente. Nesta categoria sdo utilizados os emissores de raios gama (Cobalto-60 e

Césio-137) e os raios X. Os aceleradores lineares podem ser utilizados para a produgdo
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de raios X: eles aceleram elétrons que, ao se chocarem com um alvo metélico de alto
nimero atdmico, sdo subitamente desacelerados, liberando raios X de frenagem, que
podem ser utilizados na terapia. Outra forma de utilizar essa técnica € permitir que os
proprios elétrons acelerados atinjam diretamente o paciente, neste caso, os elétrons nao
penetram profundamente nos tecidos, permitindo apenas o tratamento de lesdes
superficiais.

- Braquiterapia: terapia de curta distancia, utiliza fontes de emissores [ ou Yy
encapsuladas. A fonte é colocada a poucos centimetros da massa tumoral (SBRT, 2006).

Sao varios os efeitos toxicos causados pelo tratamento radioterdpico e estes
variam principalmente de acordo com a localizagdo do tumor, a energia utilizada, o
volume do tecido irradiado, a dose total de irradiacdo e o estado geral de saide do
paciente. As reacdes comuns e que independem do local de aplicagdo sdo a fadiga,
reacoes de pele e a inapeténcia, que costumam aparecer apés a segunda semana de
tratamento. O tratamento radioterdpico nao € indicado para criancas menores que 36
meses ¢ adultos com mau estado de saide (HENDRY et al., 2006).

A grande maioria dos pacientes com glioblastoma sdo candidatos a radioterapia.
Estudos prévios demonstraram que doses inferiores a 45Gy estavam associadas a
recorréncias precoces destes tumores e doses acima de 60Gy aumentavam os riscos de
toxicidade (CHANG et al., 1983). A radioterapia convencional de GBM utiliza doses
totais de 60Gy, administradas em aproximadamente 30 sessoes de 1,8-2Gy cada, em um
periodo de 6 a 6,5 semanas, 5 dias por semana (NICHOLAS et al., 1997).

No periodo anterior a década de 70, pacientes com GBM recebiam irradiagao de
todo o cérebro. Apds a implantacdo da tomografia computadorizada (TC), que permitiu
a melhor localizagcdo do tumor, as doses de radioterapia passaram a ser mais localizadas,
atingindo apenas um campo que envolve o tumor e uma margem circundante de alguns
centimetros. Isso possibilitou a diminui¢do dos riscos de toxicidade e o aumento da
sobrevida dos pacientes (FORSYTH et al., 1995).

Sensibilizadores como  pirimidinas halogenadas e alguns agentes
quimioterdpicos, t€ém sido utilizados, com sucesso, para aumentar o efeito antitumoral
da radiacdo sem aumentar os efeitos toxicos para os tecidos normais. Dentre os agentes
quimioterapicos, a cisplatina, a hidroxiuréia, o taxol e a suramina sdo os mais utilizados,
no entanto, apenas a hidroxiuréia tém apresentado efeitos promissores (COLLI et al.,

2001).
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A braquiterapia também ¢ utilizada para tratamento de pacientes com GBM,
porém, ela € indicada apenas para pacientes com boas condi¢des neuroldgicas e com
tumores de tamanho limitado. A braquiterapia pode aumentar em cerca de 40% a
sobrevida dos pacientes (NICHOLAS et al., 1997).

A radioterapia consegue regular a secrecdo de hormodnios em 70-80% dos
pacientes com adenoma de pituitaria. S@o utilizadas no tratamento doses didrias de 1,6-
1,8Gy, durante 4-6 semanas, totalizando uma dose de 40-50Gy. A radioterapia nao é
indicada para pacientes com adenomas muito pequenos, ou que estejam a uma distancia

menor do que 3mm do quiasma Optico e dos nervos craniais (PICKETT, 2003).

1.7.3.1 As Radiacoes Ionizantes

As radiagOes ionizantes sdao aquelas que possuem energia suficiente para
atravessar a matéria e remover elétrons, ionizando os dtomos e moléculas. Elas podem
ser particuladas (particulas alfa, beta e neutrons) ou eletromagnéticas (raios gama e
raios X). As particulas alfa s@o constituidas de dois néutrons e dois protons,
caracterizando um nucleo atdomico de Hélio (24He). Devido ao alto peso e tamanho, elas
possuem pouca penetracao e sao facilmente absorvidas por poucos centimetros de ar. As
particulas beta sdo constituidas por elétrons com carga elétrica negativa (™ - negatron)
ou positiva (B* - pésitron); elas possuem um poder de penetracdo superior as radiagdes
alfa, porém, podem ser absorvidas por alguns centimetros de acrilico ou plastico (FIG.
13). As radiacdes X e gama sdo eletromagnéticas e possuem alto poder de penetragdo

nos materiais (THRALL, 2003; ANDREUCCI, 2005).
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Plastico  Metal Chumbo

FIGURA 13: Desenho esquemdtico das caracteristicas de penetragdo das radiagdes

ionizantes (ANDREUCCI, 2005).

A interagdo das radiacOes ionizantes com a matéria consiste na transferéncia
linear da sua energia (LET) para o meio irradiado. Essa transferéncia de energia pode
promover a excitacao ou a ionizagdo do meio, a qual € a principal promotora dos danos
biologicos. As radiacdes que transferem alta quantidade de energia durante uma
trajetoria linear, particulas alfa e os neutrons, sdo classificadas como radiac¢oes de alto
LET. As radiacdes que transferem baixa quantidade de energia durante uma trajetéria
linear, particulas beta e as radiacdes eletromagnéticas, sao classificadas como radiacoes
de baixo LET. Um raio y percorrendo uma distincia de 8um promove 70 ioniza¢des no
meio; uma particula o percorrendo essa mesma distancia promove cerca de 23.000
ionizacoes (GOODHEAD, 1999). As moléculas ionizadas tém a estrutura
comprometida podendo ficar inativadas, j& que a remocdo dos elétrons leva ao
rompimento de ligacdes quimicas (energia liberada por ionizagdo: 33eV; energia
associada a ligagdo C=C: 4,9 eV). Apesar da grande quantidade de ionizacdes
promovidas pelas particulas o durante um determinado percurso, esse tipo de radiagdo
sO causa danos bioldgicos se inalados ou ingeridos, uma vez que possuem baixissimo
poder de penetragdo (PRASAD, 1995).

A producdo artificial de is6topos radioativos para as fontes de radioterapia € feita
em reatores nucleares, através de reacdes de ativacdo neutrOnica. O fendmeno de
ativacdo ocorre quando elementos naturais sao colocados junto ao nicleo de um reator
nuclear e sdo irradiados por néutrons térmicos, fazendo com que o equilibrio energético
no nicleo seja quebrado. O restabelecimento do equilibrio energético do nucleo do

atomo excitado € feito pela liberacdo de energia, ou seja, um dtomo submetido ao
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processo de ativagdo possui seu nicleo em um estado excitado de energia e, por isso,
passa a emitir radiagdo. O nimero de atomos capazes de emitir radiacdo diminui
gradualmente e de maneira randdmica com o decorrer do tempo, caracterizando o
decaimento radioativo (ANDREUCCI, 2005), o qual pode ser expresso

matematicamente pela seguinte equagao:

N=No.e™!

Onde:

No = niimero inicial de 4&tomos excitados.

N = niimeros de atomos excitados apds certo intervalo de tempo.

e = base do logaritmo neperiano.

A = constante de desintegrac¢io, caracteristica do material radioativo.

t = tempo.

O tempo necessdrio para que metade dos dtomos de um determinado elemento
radioativo se torne estdvel é chamado de meia vida (T,,). A taxa de desintegracao dos
atomos € diferente de um elemento para outro, portanto, as meias vidas de diferentes
elementos radioativos também irdo se diferir. A meia vida de um radioisétopo pode ser

calculada a partir da seguinte equacao:

T1/2 = 0,693

Onde:
T 1 = meia-vida do elemento.
A = constante de desintegra¢io radioativa.
A atividade de um radioisétopo € proporcional ao nimero de 4tomos no estado
excitado e, portanto, pode ser calculada por uma equacdo semelhante a do decaimento

radioativo:

A=Ao.e™!
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Onde:

Ao = atividade inicial do elemento radioativo.

A = atividade do elemento radioativo apds certo intervalo de tempo.
e = base do logaritmo neperiano.

A = constante de desintegracgio, caracteristica do material radioativo.

t = tempo.

A unidade padrio da atividade de um radioisétopo é o Becquerel (Bq),
equivalente a 1 dtomo se desintegrando por segundo (1Bq = 1dps). Porém, a atividade
também pode ser medida em Curie (Ci) que é equivalente a 3,7x 10'° dps ou 3,7x 10"

Bq (TURNER, 1995).

A dose de radiacdo gama recebida em um dado ponto (P) é diretamente
proporcional a atividade da fonte e inversamente proporcional ao quadrado da distancia

entre a fonte e o ponto considerado:

P=I. A
d’

Onde:
I" ou gamao = constante caracteristica de cada fonte radioativa.
A = atividade da fonte.

d = distancia da fonte ao ponto considerado.

A unidade usual de dose de radiacdo gama absorvida é o Gray (Gy). 1 Gy é a
absorcdo de 1 Joule de energia por quilograma de tecido. No entanto, ela também pode
ser medida em rads que € equivalente a 0,01Gy (1Gy = 100rads) (ANDREUCCI, 2005).

Os efeitos bioldgicos das radiagdes ionizantes podem ser diretos ou indiretos. Os
efeitos diretos sdo provocados em conseqiiéncia do choque da radiagdo com atomos ou
moléculas chaves no sistema bioldgico. Os efeitos indiretos também alteram moléculas
chave do sistema bioldgico, porém, sdo mediados pela producdo de radicais livres
decorrentes da radidlise da dgua. Mais de 80% dos efeitos bioldgicos causados pela

radiacdo se devem aos efeitos indiretos da radiagao (RAMALHO, 2000).
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O DNA ¢ o principal alvo das radiagcdes ionizantes, isto porque, proteinas e
outras biomoléculas lesadas podem ser sintetizadas novamente se a estrutura do DNA
estiver mantida. Tanto os efeitos diretos quanto indiretos das radiacdes ionizantes
podem promover: quebras duplas (DSB) ou simples (SSB) na fita do DNA; danos nas
bases nitrogenadas; perda de bases nitrogenadas; ligacdes cruzadas intercadeia,
intracadeia e ligacdes do DNA com proteinas. LigacOes cruzadas prejudicam a
replicacdo local da lesdo levando a mutagdes. Sitios sem base impedem a especificacao
da base correta na fita complementar durante a replicacdo. Quebras simples podem
originar duplas quebras durante a replicacdo do DNA e essas quebras duplas sdo criticas
podendo ser letais para as células (OSIPOV et al., 1996).

Os danos induzidos pela radia¢io ionizante no DNA das células sao percebidos
molecularmente principalmente pela proteina ATM que ativa uma série de vias,
dependendo da fase do ciclo em que a célula se encontra, com o objetivo de interromper
a progressdao do ciclo e tentar reparar os danos no DNA. Em células na fase Gy, a
proteina ATM induz o aumento dos niveis de p53, que ativa p21 e Bax, que por sua vez
induzem a parada no ciclo celular e a apoptose. Células na fase S sdo estimuladas a
interromper o ciclo celular pela proteina nbs1. Em células na fase M, a ATM ativa chkl
e chk2 que fosforilam a fosfatase cdc25. Cdc25 fosforilada se liga a proteina 14.3.3 que
previne a ativacdo do complexo ciclinaB/cdkl, induzindo a parada no ciclo celular
(FIG. 14) (WILSON, 2004).

O grau e a velocidade de resposta dos tecidos a irradiac@o € o que vai determinar
sua radiossensibilidade; diferentes tecidos possuem diferentes respostas a irradiagdo.
Segundo a Lei de Bergonie e Tribondeau a radiossensibilidade de uma célula é
diretamente proporcional a sua taxa de proliferacdo e inversamente proporcional ao seu
grau de diferenciacdo. Esse principio justifica o fato das células tumorais serem mais
sensiveis a radiacdo do que células normais (BERGONIE et al., 1959). Entretanto,
alguns tipos de tumores como gangliomas e melanomas, dentre outros, fogem a essa
regra (THAWLEY et al., 1999; BOOTZ et al., 1994).

Os fatores externos também sdo responsdveis pela resposta das células a
radiacdo ionizante. A presenca de oxigénio e d4gua aumenta a producdo de radicais livres

e conseqiientemente aumenta a radiossensibilidade (KUFE et al., 2003).
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14.3.3

Ciclina B/cdk1

FIGURA 14: Sinalizacdo da paralisacdo do ciclo celular apés um dano causado pela

radiagdo ionizante.

1.8 A busca de novas terapias...

Apesar do grande nimero de agentes antineopldsicos disponiveis, a resisténcia
de alguns tumores e a toxicidade para as células normais t€m sido apontadas como as
principais causas da falha terapéutica e perda de vidas. Por este motivo, a busca por
novos agentes antitumorais vem aumentando nos tltimos anos.

A diversidade quimica dos produtos naturais tem despertado interesse da
industria farmacéutica. Atualmente, produtos naturais com atividade bioldgica lideram
as estruturas que irdo se tornar as principais fontes de novos agentes com potencial
farmacoldgico. Muitos dos farmacos disponiveis no mercado ou em fase de testes
clinicos sdo derivados de produtos naturais, como por exemplo, os derivados de plantas:

morfina (analgésico), taxol, podofilotoxina, camptotecina e alcaldides da vinca
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(antitumorais), artemisinina (antimaldrico), aspirina (antiinflamatério, analgésico,
antipirético e inibidor de agregacdo plaquetaria) (DAVID et al., 2002); e os derivados
de venenos animais: captopril (anti-hipertensivo, derivado da peconha de Bothrops
Jjararaca), crotalfina (analgésico, derivado da peconha de Crotalus durissus terrificus) e
TM-601 marcada com "*'I (antitumoral usado na terapia e diagndstico de tumores, com
especificidade para glioblastomas, derivado da chlorotoxina — peptideo da peconha do
escorpido Leiurus quinquestriatus).

Alguns estudos experimentais usando peconhas de vérias espécies de serpentes
para o tratamento de tumores tém sido feitos e resultados promissores tém sido
encontrados: BRAGANCA (1976), CALMETTE (1993) e colaboradores descreveram o
efeito antitumoral da peconha de Naja naja em adenocarcinoma, sarcoma de Yoshida,
fibrosarcoma e Ehrlich ascitico. COTTE e colaboradores (1972) também demonstraram
o efeito antitumoral das peconhas de Bothrops venezuelae e Bothrops atrox em
carcinomas mamadrio, epidermal, uterino cervical e de laringe. CORREA JR. ¢
colaboradores (2002) descreveram o efeito antitumoral da jararagina, uma toxina da
peconha de Bothrops Jararaca, em células de melanoma e OMRAN e colaboradores
(2003) descreveram o efeito antitumoral da peconha de Naja haje em células de
carcinoma mamadrio e de prostata.

Estes fatos mostram o enorme potencial terapéutico das peconhas de serpentes e
seus peptideos e justifica a necessidade de estudos adicionais para identificar novas
peconhas com efeito antitumoral para os diferentes tipos de tumores.

Agentes antineopldsicos possuem propriedades que promovem a diminuicao dos
sintomas da doenca, o aumento da sobrevida dos pacientes e ocasionalmente a cura.
Para que uma droga seja eficiente no tratamento de tumores, ela deve matar ou
incapacitar as células tumorais sem, no entanto, causar danos excessivos as células
normais (VORHERR, 1984). Essa situacdo ideal pode ser alcangada através da inducao
da apoptose em células tumorais.

Drogas capazes de promover a parada no ciclo celular, inibir a capacidade
proliferativa e estimular a apoptose em células neoplasicas, seja por via mitocondrial ou
receptor de morte, podem ser bastante tteis na terapia antineopldsica (TARAPHADAR
et al., 2001).

Muitos dos farmacos derivados de produtos naturais, utilizados na clinica para o
tratamento de neoplasias, atuam em fases especificas do ciclo-celular. Os alcal6ides da

vinca, por exemplo, ligam-se as proteinas microtubulares, impedem a formacao do fuso
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mitético e interrompem a divisdo celular na mitose; a podofilotoxina (extraida da raiz de
Podophyllum peltatum) bloqueia a progressdo do ciclo celular das células tumorais nas
fases S e G; e a enzima asparaginase (isolada de bactérias) inibe a sintese de proteinas
nas células tumorais resultando no bloqueio da proliferacao celular (ALMEIDA et al.,
2005).

Estes fatos reforcam a importancia de estudos elaborados sobre componentes
capazes de atuar especificamente no ciclo celular, inibindo a proliferacdo e induzindo a
apoptose de células tumorais, o que fornecerd informagdes valiosas a respeito das

possiveis aplicacdes destes componentes para a terapia do cancer.

1.9 A peconha da serpente Crotalus durissus terrificus

As serpentes do género Crotalus sdo representadas no Brasil por uma tnica
espécie, Crotalus durissus, distribuidas desde o cerrado do Brasil central e regides
aridas e semi-aridas do Nordeste, até os campos e dreas abertas do Sul, Sudeste e Norte.
A subespécie Crotalus durissus terrificus (FIG. 15) representa o grupo de serpentes do
género Crotalus mais comum no Brasil, sendo responsavel por cerca de 10% dos
acidentes ofidicos (BRASIL, 2005).

Em envenenamentos por serpentes Crotalus durissus terrificus (Cdt) ndo sao
observadas manifestacdes locais significativas e a dor € usualmente discreta. No
entanto, picadas de Cdr induzem varias manifestacOes sistémicas, principalmente
neuroparaliticas, entre as quais se destacam ptose palpebral, flacidez da musculatura
facial, diplopia e paralisia dos nervos cranianos (ROSENFELD, 1971 - citado por:
SAMPAIO, 2004). Também sdo observadas algumas hemorragias discretas e

progressivamente surgem mialgias generalizadas. A insuficiéncia renal aguda é a

principal complicacdo e causa de 6bito (BRASIL, 2005).
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FIGURA 15: Crotalus durissus terrificus (Foto de Laura Watson — Disponivel em:

http://www.serpentario.edu.uy/expolaura/2.html).

A composi¢do e a toxicidade da peconha de Cdt sofrem variacdes de acordo com
a idade, sexo, dieta, sazonalidade e distribui¢do geogréfica da serpente (MAGRO et al.,
2001). Em geral, a peconha de Cdt é composta por polipeptideos biologicamente ativos,
aminodcidos, carboidratos, lipidios, aminas biogénicas e enzimas (BERCOVICI et al.,
1987; RANGEL-SANTOS et al., 2004). Os principais polipeptideos presentes na
peconha de Cdt sao: Convulxina, Giroxina, Crotamina e Crotoxina.

A Convulxina € uma glicoproteina associada, experimentalmente, a crises

convulsivas e representa cerca de 5% do peso total da peconha (PRADO-
FRANCESCHI et al.,, 1981 - citado por: SAMPAIO, 2004). E formada por um
complexo de unidades globulares o e B (PM= 72kDa) capaz de agregar e lisar plaquetas
através de mecanismos dependentes de cdlcio, fibrinogénio e adenosina difosfato
(SANO-MARTINS et al., 1992 - citado por: SAMPAIO, 2004).
A Giroxina € uma glicoproteina (PM=35kDa) com atividade esterdsica, trombina-like e
fibrinogenolitica (ALEXANDER et al., 1988). Também foi demonstrado que esta
toxina age sobre o sistema nervoso central em camundongos, causando sindrome da
lesao labirintica (BARRIO, 1961 - citado por: ALVES DA SILVA et al., 2006).

A Crotamina é uma proteina bdsica e representa cerca de 17% do peso total da
peconha de Cdr (PM= 4,8kDa). E uma molécula relativamente compacta e estvel,
constituida por 42 residuos de aminodcidos, sendo 6 cisteinas, que formam 3 pontes

dissulfeto (LAURE, 1975 - citado por: FADEL et al., 2005). A Crotamina foi isolada
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em serpentes brasileiras primeiramente por GONCALVES e colaboradores (1950)
(Citado por: OGUIURA et al., 2005) e mostrou ter atividade mionecrética; a DLsy da
Crotamina em camundongos é aproximadamente 3,4mg/Kg (i.v.) (KARLSSON, 1979 -
citado por: MANCIN et al., 1998). Alguns autores indicam que a fibra muscular € o
principal alvo da Crotamina e também sugerem que ela ativa canais de sddio
aumentando a permeabilidade aos ions Na*? (CHEYMOL et al., 1971; CHANG et al.,
1978 - citados por: NICASTRO et al., 2003). MANCIN e colaboradores demonstraram
que além de possuir efeito analgésico (1998), a Crotamina ativa proteases e fosfolipases
A, presentes na peconha (1997). Estudos recentes mostraram que a Crotamina € capaz
de penetrar nas células e interagir com a cromatina tanto in vitro como in vivo, no
entanto, a natureza desta interacao ainda nao estd clara (KERKIS et al., 2004).

A Crotoxina (24-26kDa) é o principal componente téxico da peconha de Cdt
(VITAL-BRAZIL, 1972 - citado por: SAMPAIO, 2004) e representa cerca de 68% da
sua massa total (DA SILVA et al., 1981 - citado por: DOS SANTOS M.C. et al., 1992).
Ela possui atividades fosfolipasica, neurotoxica e miotdxica
(GOPALAKRISHNAKONE et al., 1984; KOUYOUMDIJIAN et al., 1986 - citados por:
DOS SANTOS M.C. et al., 1992) e sua DLsp em camundongos € 0,13mg/Kg (NOVAIS
et al., 2006). Ela é formada por um complexo ndo covalente de duas diferentes
subunidades: uma 4acida (subunidade A ~9,5kDa) e uma bdasica (subunidade B
~14,5kDa). A subunidade B possui atividade fosfolipasica A, (FLA;) e é formada por
uma cadeia simples de 122 residuos de aminodcidos ligados por sete pontes dissulfeto
(AIRD et al., 1986; BON et al., 1979). A subunidade A, formada por trés cadeias de
polipeptideos ligadas por sete pontes dissulfeto (AIRD et al., 1985), é desprovida de
atividade catalitica e ndo € toxica (DLsp i.v. em camundongo >20mg/mL). As duas
subunidades formam espontaneamente um complexo 1:1 (HABERMANN et al., 1978).
A formacdo do complexo inibe a atividade fosfolipasica, mas aumenta a toxicidade por
no minimo uma ordem de magnitude (HABERMANN et al., 1972; HAWGOOD et al.,
1979); dois mecanismos podem explicar esse fenomeno: 1) a subunidade A atua como
uma “chaperona” prevenindo a ligacdo nao especifica da subunidade B as membranas
(CHANG et al., 1981) e 2) a subunidade A promove o reconhecimento do alvo. Entdo, a
Crtx circula sem se dissociar (como um complexo) até que reconheca o sitio especifico
na membrana alvo (BON et al., 1979). Apds a ligagdo, a Crtx se dissocia em suas
subunidades: subunidade B permanece ligada, enquanto que a subunidade A € liberada

no meio (FIG. 16) (RADVANYI et al.,, 1989). A atividade fosfolipdsica A, da
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Crotoxina, assim como outras fosfolipases A,, € ativada por ions célcio

(BREITHAUPT, 1976 - citado por: MARLAS et al., 1982).

Complexo da
Crotoxina

Receptor de memhrana

FIGURA 16: Interacdo da Crotoxina com a membrana plasmatica (Adaptado de
CELTIC BIOTECH, 2006. Disponivel em: http://www.celticbiotech.com/bio_

pharmaceuticals. php).

A Crotoxina exerce sua acdo patofisiologica através do bloqueio da transmissao
neuromuscular. Ela atua, primariamente, ao nivel pré-sindptico através da alteracdo da
liberacdo de neurotransmissores (HAWGOOD et al.,, 1977) e também pds-
sinapticamente pela estabilizacdo do receptor de acetilcolina em um estado inativo

(BON et al., 1989) (Citados por: CURA et al., 2002).

1.9.1 Estudos experimentais sobre a atividade antitumoral da peconha de

Crotalus durissus terrificus e da sua principal toxina

Pesquisas sobre os efeitos redutores de tumor por peconhas de serpente ja sdo
desenvolvidas ha alguns anos e a peconha de Crotalus durissus terrificus (PC) e suas
toxinas que vém sendo indicadas para o tratamento de alguns tipos de neoplasias.

A Crotoxina mostrou ter atividade citotéxica para uma variedade de linhagens de
células tumorais murinicas (CORIN et al., 1993 - citado por: CURA et al., 2002.) e
humanas (PLATA et al., 1992; RUDD et al., 1994 - citado por: CURA et al., 2002.) in
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vitro e esta atividade tém sido atribuida a atividade fosfolipdsica da subunidade B
(CORIN et al., 1993) e a habilidade do complexo em se dissociar em suas subunidades
(CORIN, et al., 1993; DONATO et al., 1996). Os efeitos citotoxicos da Crotoxina
mostraram ser altamente seletivos para linhagens de células que expressam alta
densidade de receptores de fator de crescimento (DONATO et al., 1996), sugerindo que
receptores de fator de crescimento, ou a funcdo do receptor, desempenham papel
importante na busca do alvo. Na ligacdo e subseqiiente dissociagdo da Crtx, a
subunidade B ligada inicia a rdpida hidrélise ao redor do sitio aceptor, o que leva a
morte celular (FLETCHER et al., 1997; OWNBY et al., 1999 - citados por: CURA et
al., 2002).

Testes do efeito antitumoral da Crotoxina também foram feitos in vivo.
Camundongos com tumores de célon, melanoma e sarcoma osteogénico de Ridgaway
foram tratados com Crotoxina (3-4ug/Kg de peso corporal) s.c, durante 90 dias
consecutivos. Foi verificado que apds o tratamento, os animais tiveram aumento na
sobrevida de até 200% (PLATA et al., 1992). BRIGATTE (2005) também demonstrou
que a administragdo didria de Crotoxina (18ug), durante 5 dias consecutivos, inibiu o
crescimento tumoral em animais com tumor de Walker 256 e diminuiu a quantidade de
vasos neoformados.

Em 2002, CURA e colaboradores fizeram uma triagem clinica de fase I da
Crotoxina, em pacientes com tumores de mama, gastrointestinal, pulmdo, carcinoma
cervical, prostata, tiredide, cabeca e pescogo, laringe, bexiga, adenocarcinoma do tubo
de falépio, sarcoma de Ewing e lipossarcoma. A Crotoxina foi administrada diariamente
(i.m.) por 30 dias consecutivos em doses que variaram de 0,03-0,22 mg/m’. Este
tratamento, além de ter reduzido o tamanho dos tumores, também reduziu
significativamente a dor do cincer nos pacientes.

Em 1997, DA SILVA e colaboradores testaram a peconha bruta de Crotalus
durissus terrificus (0,2-1,6pg/kg) em camundongos com tumor de Ehrlich e concluiram
que o tratamento com a peconha induziu crescimento mais lento das células tumorais,
aumentando, assim, a sobrevida dos animais.

A atividade antitumoral da PC em células de tumores cerebrais foi avaliada, pela

primeira vez, neste trabalho.
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2 JUSTIFICATIVA

As estatisticas mundiais mostram que mais de 11 milhdes de casos novos de
cancer sdo diagnosticados todos os anos e estima-se que em 2020 este nimero sera
equivalente a 16 milhdes. No Brasil, as neoplasias representam a segunda maior causa
de morte por doencas, atrds somente das doencas do aparelho circulatério. Apesar do
grande nimero de agentes antineopldsicos disponiveis, a resisténcia de alguns tumores e
a toxicidade para as células normais t€ém sido apontadas como as principais causas da
falha terapéutica e perda de vidas. A falta de diagndsticos precoces e precisos também
contribui bastante para este alto indice de mortalidade.

Os conhecimentos fundamentais sobre neoplasias estdo aumentando
rapidamente, no entanto, poucos avangos estdo sendo obtidos na clinica para terapia e
diagnostico de tumores. O desenvolvimento de substancias com potencial terapéutico e
baixa toxicidade, para serem utilizadas como terapia isolada ou como adjuvante a outras
formas de terapia, torna-se a principal ferramenta na tentativa de aumentar a sobrevida
dos pacientes e garantir a seguranga e eficacia do tratamento.

A diversidade quimica dos produtos naturais tem despertado interesse da
industria farmacéutica e, atualmente, produtos naturais com atividade bioldgica lideram
as estruturas que irdo se tornar moldes de novos agentes terapéuticos e diagndsticos.
Peconhas de serpentes sdo complexas misturas de muitas substancias como:
polipeptideos, enzimas, aminodcidos, carboidratos, lipidios e aminas biogénicas, todas
com variadas atividades bioldgicas. Alguns estudos experimentais usando peconhas de
vdrias espécies de serpentes para o tratamento de tumores tém sido feitos e resultados
promissores tém sido encontrados. Serpentes do género Crotalus sao amplamente
distribuidas na regido de Minas Gerais e apesar do perigo que representam do ponto de
vista toxicoldgico, sua peconha consiste em uma rica fonte de substancias com potencial
terapéutico. Pesquisas sobre os efeitos redutores de tumor da peconha de Crotalus
durissus terrificus (PC) e seus polipeptideos foram feitas nos dltimos anos, no entanto,
até o momento, nenhum quimioterapico baseado em produtos derivados de PC obteve
aprovacdo para aplicacdo na terapia clinica em humanos, demonstrando a necessidade
de novos estudos aprofundados na fase pré-clinica.

A justificativa deste projeto consiste na importancia da exploracdo dos produtos
naturais locais, como a peconha da serpente Crotalus durissus terrificus, na busca de

drogas alternativas para o diagndstico e terapia do cancer.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Identificar e caracterizar o efeito antitumoral da peconha de Crotalus durissus

terrificus e suas fracdes sobre linhagens de tumores cerebrais, bem como avaliar seu

potencial radiossensibilizador e sua aplicabilidade para detec¢cao de tumor in vivo.

Objetivos Especificos

Identificar o efeito antitumoral da peconha de Crotalus durissus terrificus (PC)
sobre as linhagens de tumores cerebrais de adenoma de hipéofise (GH3) e
glioblastoma (RT2) murinos, avaliando citotoxicidade e inibi¢do da capacidade
proliferativa.

Caracterizar os mecanismos de acdo antitumoral da PC.

Avaliar o efeito antitumoral da radiagdo gama sobre as linhagens de tumores
cerebrais de adenoma de hipdfise (GH3) e glioblastoma (RT2) murinos, através de
estudos de citotoxicidade e proliferacao.

Avaliar o potencial radiossensibilizador da PC.

Determinar dose antitumoral da PC in vitro e avaliar a sua toxicidade in vivo.
Identificar a fracdo protéica da PC responsdvel pela atividade antitumoral
observada.

Sintetizar sondas radioativas da PC e seus polipeptideos usando 9m1c ¢ 1 como
radiotracadores.

Realizar o controle de qualidade radioquimico e biolégico dos produtos
radiomarcados.

Avaliar a especificidade das fra¢des radiomarcadas da PC para tumores in vitro.
Estudar a biodistribui¢do da PC e seus polipeptideos radiomarcados em animais com

tumor de Ehrlich e avaliar sua potencial aplicagdo para estudos de imagem.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo celular

As linhagens de células de adenoma de hipéfise (GH3) e de glioblastoma (RT2)
murinos foram obtidas da ATCC (American Type Cell Collection) e cultivadas em uma
estufa de CO, (5% CO, - Cole Parmer) com atmosfera umida a 37°C, em meio
Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina (meio DMEM completo). Ao atingirem 80%
de confluéncia, as células foram tripsinizadas e a viabilidade celular foi avaliada através
da exclusao do azul de Tripan.

O azul de Tripan é um corante de alto peso molecular que s6 é capaz de entrar
em células mortas ou que possuem a permeabilidade de membrana aumentada. A
avaliagdo da viabilidade celular através da exclusdao do azul de Tripan consiste em
incubar as células por 1 minuto com este corante e quantifici-las com o auxilio de uma
camara de Neubauer (FIG. 17). Células vivas em perfeito estado (membrana
impermedvel) permanecem incolores e células mortas ou com a permeabilidade de
membrana aumentada sdo visualizadas em azul. As células vidveis (incolores) foram

utilizadas nos experimentos (Faixa de passagem: 5-20).
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FIGURA 17: Camara de Neubauer =
(MANNHEIM, 1998).

A manutenc¢do das culturas foi garantida através do congelamento (-80 e -120°C)
de aliquotas contendo 5x10° células em DMEM, acrescido de 50% de soro fetal bovino

(SFB), 1% de penicilina/estreptomicina e 10% de DMSO.

Os reagentes utilizados no cultivo celular foram obtidos da Gibco® e Cultilab®.
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4.2  Peconha de Crotalus durissus terrificus e seus polipeptideos

As serpentes da espécie Crotalus durissus terrificus foram coletadas na regido de
Belo Horizonte e, apés um periodo de quarentena, tiveram sua peconha extraida por
compressao da glandula. O fracionamento da peconha foi realizado no laboratério de
Bioquimica da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED). Devido a maior disponibilidade,
somente a Crotoxina e a Crotamina foram utilizadas nos experimentos.

No momento da utiliza¢do, a peconha e seus polipeptideos foram previamente
filtrados em filtro Millipore Millex 0.22um, diluidos em meio DMEM e, em seguida,
adicionados em diferentes concentracdes (1x10>— 1x10°ng/mL) as culturas de células.

Para os testes in vivo, a PC, a Crotoxina e a Crotamina foram diluidas em
solucdo salina (0,9%) estéril.

Ap6s o uso, a peconha de Crotalus durissus terrificus e seus polipeptideos foram

inativados em solucao de hipoclorito 5%.

4.3 Radiacio Gama

As culturas de células foram irradiadas no Laboratério de Radiacio Gama do
CDTN (Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear), com uma fonte uniforme
de ®Co (GAMMACELL - Ey= 1172,3 keV; Ey,= 1332,5 keV) sob taxa de dose de
15Gy/h, a temperatura ambiente e na presenca de oxigénio molecular. As doses

variaram de 3-12Gy.

4.4  Cisplatina

A cisplatina é um agente antineopldsico utilizado na clinica para o tratamento de
alguns tipos de tumores cerebrais. Alguns autores j4 demonstraram que a cisplatina
induz a morte apoptética (MI-RYEONG et al., 2004; FUKUTOMI et al., 2006) e, por
este motivo, ela foi utilizada nos experimentos como controle positivo (CTL+) de
apoptose.

A cisplatina, em p6 (Sigma Chemical Co.) foi dissolvida, filtrada em filtro

Millipore Millex 0.22pum e, em seguida, adicionada em diferentes concentracdes (5x 107
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- 2x105ng/mL) as culturas de células. Todas as manipulagdes da cisplatina foram feitas

ao abrigo da luz.

4.5 Animais

Todos os experimentos com animais foram feitos de acordo com o Manual sobre
os cuidados no uso de animais de laboratério (Institute of Laboratory Animal Resources
— Comission on Life Sciences — National Research Council — Washington D.C.), como
recomendado pelo COBEA.

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas, pesando de 25-30g,
obtidos no Centro de bioterismo (CEBIO) do ICB/UFMG.

Os camundongos foram acondicionados em gaiolas pequenas (30x20x15cm)
com um nimero méximo de 5 animais, recebendo racdo e dgua potdvel ad libitum, em
ambiente com temperatura mantida a 25°C e com ciclos dia-noite (12/12 horas). Ao

final dos experimentos os animais foram eutanasiados.

4.6  Avaliacao do efeito antitumoral da peconha de Crotalus durissus

terrificus e da radiacao gama em células de tumores cerebrais

Para estudar o efeito antitumoral da peconha de Crotalus durissus terrificus (PC)
e da radiacdo gama sobre as células tumorais, as mesmas foram divididas em quatro
grupos: A - controle, B - tratadas com PC, C - tratadas com radiagdo gama, D - tratadas
com PC e radiacdo gama. O grupo E é referente as células tratadas com cisplatina
(CTL+).

Todos os experimentos foram padronizados para que as condi¢des experimentais
ideais fossem estabelecidas.

Para avaliar o efeito dos diferentes tratamentos sobre a sobrevivéncia e

proliferacao das células de tumores cerebrais, os estudos abaixo foram realizados:
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4.6.1 Estudo do efeito citotoxico da PC e da radiacdo gama: avaliacdo da

taxa de sobrevivéncia das células tratadas

A avaliacdo do efeito citotéxico da PC e da radiacdo gama foi feita pela medida
da taxa de sobrevivéncia das células tratadas, através do teste do MTT (3-(4,5-
Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) de acordo com descri¢ao
feita por PLUMB e colaboradores (1989).

O MTT € um sal de tetrazolium que, ao ser reduzido por enzimas desidrogenases
de células metabolicamente viaveis, forma cristais de Formazan (FIG. 18). Esses cristais

sd0 insoluveis em dgua e apresentam pico de absorcao em 570nm.
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FIGURA 18: Desenho esquemdtico do MTT sendo reduzido pelas enzimas

desidrogenases de células metabolicamente vidveis e dando origem ao Formazan.

Células de tumores cerebrais foram semeadas em placas de 96 pogos e, apds
24h, foram expostas a diferentes concentracdes da PC (1x10” — 1x10*ng/mL), radiacio
gama (3-12 Gy) ou cisplatina (CTL+) (5x10% - 1x10*ng/mL). Em intervalos de 24h as
células foram incubadas com o MTT (0,5mg/mL) durante 4 horas, ao abrigo da luz.
Posteriormente, o sobrenadante contendo MTT foi retirado e 100ul de DMSO foram
colocados em cada poco para solubilizar os cristais de Formazan. As amostras foram

medidas por espectrofotometria em um leitor de microplaca UV-visivel (Molecular
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Devices) a 570nm. A fracdo de sobrevivéncia foi calculada como porcentagem do

controle (Absorbancia no controle =100% de sobrevivéncia).

4.6.2 Estudo do efeito da PC e da radiacio gama sobre a proliferacao

celular

O efeito da PC e da radiacdo gama sobre a proliferacdo das células tumorais foi
avaliado através do teste clonogénico. Para isto, células de tumores cerebrais foram
semeadas em placas de Petri e apds 24h foram expostas a diferentes concentragdes de
PC (2x10” — 1x10*ng/mL) ou radiacdo gama (3-12Gy). Posteriormente, as células foram
incubadas por um periodo de tempo suficiente para que houvesse a formacdo de
coldnias isoladas.

Ap6s o periodo de formacdo de coldnias, as placas foram lavadas em tampao
fosfato (PBS) e, s6 entdo, coradas pelo Giemsa. Este método de coloracdo consiste em
incubar as placas primeiramente com metanol (100%) a temperatura ambiente por 15-30
minutos. Em seguida, o metanol € descartado e solu¢ao Giemsa (0,074%) € adicionada.
A incubagcdo com o Giemsa € feita a temperatura ambiente, durante 15-30 minutos.
Ap0s a incubacdo, as placas sdo lavadas para posterior contagem das colOnias isoladas.

A capacidade proliferativa (clonogenicidade) foi calculada como % do niimero
de colonias formadas em relacdo ao controle ndo tratado, dividindo-se o nimero de
colonias nas placas tratadas pelo nimero de colonias nas placas controle. Foram

consideradas, apenas, as colonias com mais de 50 células.

4.7  Avaliacdo do mecanismo de acao antitumoral da PC e da radiacao

gama
4.7.1 Analise morfologica

Para a andlise das alteracdes morfoldgicas causadas pelos diferentes tipos de
tratamentos, as células GH3 e RT2 foram semeadas em placas de 96 pogos e, apds 24h,
foram expostas a diferentes concentracdes da PC (3x10° — 1x10*ng/mL) e radiacdo
gama (3-12 Gy). Apds 48 horas de tratamento, as células foram visualizadas ao

microscopio Optico (Nikon) e fotografadas (Nikon).
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4.7.2 Anadlise eletroforética da fragmentacao do DNA induzida pela PC e

pela radiacao gama

A fragmentacdo do DNA induzida pela PC e pela radiagdo gama foi avaliada por
andlise eletroforética em gel de agarose, de acordo com método descrito por
KRAVTOV e colaboradores (1999).

Células GH3 e RT2 foram semeadas em placas de Petri e, apds 24h foram
expostas a PC (1X104ng/mL) ou radiacdo gama (9Gy). Apds diferentes intervalos de
tempo (1h-24h), as células foram tripsinizadas para posterior extracdo do DNA.

A extracdo do DNA das células tratadas e controles foi realizada seguindo o
protocolo para extracdo de DNA de células de mamiferos do Kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega®). A pureza do DNA extraido foi determinada por
espectrofotometria (Shimadzu), pela relacio entre a absorbancia medida a 260 e 280nm.

O DNA extraido foi submetido a eletroforese horizontal (Pharmacia Biotech) em
gel de agarose 1,5%, no qual foi adicionado brometo de etidio (Sug/mL). A migracdo
foi feita utilizando o tampao TAE (0,4M de Tris/HCl; 50mM de acetato de sdédio;
10mM de EDTA pH=8,0) a uma diferenca de potencial constante de 80V, por 90
minutos.

As bandas de DNA foram visualizadas em um transiluminador com luz UV

(Vilber Lourmat).

4.7.3 Analise das alteracoes do DNA cromossomal, induzidas pela PC e

pela radiacao gama, através da coloracao com DAPI

O DAPI (47,6- diamidine- 2°- phenindole dihydrocloride) é um corante
fluorescente, capaz de se ligar especificamente as fitas duplas do DNA cromossomal
(KUBOTA et al., 2000).

Para andlise das alteracoes do DNA cromossomal, células GH3 e RT2 foram
semeadas em placas de 96 pocos e, apés 24h, foram tratadas com PC (3x10° —
1x10*ng/mL), radiacdo gama (9Gy) ou cisplatina (CTL+) (3x10° — 1x10*ng/mL). Apds
48h de tratamento, as células foram lavadas 1x com PBS e fixadas em metanol (gelado)
por 20 minutos. Apds fixacdo, as células foram lavadas novamente 1x com PBS e

incubadas por 30 minutos com DAPI (SIGMA - Chemical Co.) na concentracdo de
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400ng/mL, diluido em PBS. Apds o periodo de incubacdo, o sobrenadante contendo
DAPI foi retirado e as células foram lavadas 5x com PBS. Nucleos das células corados

com DAPI foram visualizados em microscépio de fluorescéncia (Nikon- 385-410nm).

4.7.4 Analise do ciclo celular das células tratadas com PC por citometria

de fluxo

A andlise do ciclo celular foi feita por citometria de fluxo; técnica que permite
detectar o ndmero de células presentes em cada fase do ciclo celular através da
quantificacdo do DNA (GORCZYCA,1999). O iodeto de propidio (IP), que se liga ao
DNA em intervalos de 4 pares de bases, foi o fluorocromo utilizado neste experimento.

Células GH3 e RT2 foram semeadas em placas de 24 pocos e, apds 24h, foram
tratadas com PC (3x10° — 1x104ng/mL) ou cisplatina (3x10° - 1x104ng/mL). Neste
experimento, a cisplatina foi utilizada como controle positivo (CTL+) de apoptose.

Ap6s 48h de tratamento, as células foram lavadas 1x com PBS e tripsinizadas.
Posteriormente, foram fixadas em etanol (75%) e incubadas por 1 hora a -20°C. Apés a
incubacdo, as células foram lavadas novamente 1x com PBS e incubadas por 30 minutos
em solu¢do contendo 100ug/mL de Rnase e 20ug/mL de IP (SIGMA — Chemical Co.) a
37°C, no escuro. Apds o periodo de incubacdo, a soluciao contendo IP foi retirada e as
células foram lavadas 5x com PBS. A andlise do ciclo celular foi feita em citometro de
fluxo (FACScan — Beckton Dickson) em FL2 (585+42nm) e a fluorescéncia emitida foi
mensurada e plotada. As andlises dos resultados obtidos foram feitas no programa
CellQuest — BD. A porcentagem de células em SubG; (apoptéticas), G;/Gy, S, Go/M e

células polinucleadas foi determinada.

4.7.5 Andlise do sobrenadante das células tratadas com PC por

eletroforese (SDS-PAGE) e Zimografia

A anélise do sobrenadante das células controles e tratadas com PC foi feita com
o objetivo de identificar as possiveis proteinas excretadas pelas células apds o
tratamento e caracteriza-las quanto a atividade enzimatica.

Para isso, células GH3 e RT2 foram semeadas em placas de 40mm? e, apos 24h,
foram tratadas com PC (1x10*ng/mL). ApSs 24 horas de tratamento, o meio de cultura

contendo PC foi retirado, as células foram lavadas 5x em PBS e novo meio sem SFB foi
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acrescentado as culturas, para permitir a excrecdo das proteinas. Apds 48h, o meio
sobrenadante foi coletado, dialisado contra PBS a 4°C, liofilizado (Liofilizador
LABCONCO) e o total de proteinas foi quantificado pelo método de Lowry (1951) em
um espectrofotdmetro UV-visivel (Shimadzu).

A avaliag@o do perfil protéico do sobrenadante das células tratadas com PC foi
feita em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes (SDS/PAGE - Eletroforese
em gel de poliacrilamida e SDS), de acordo com a descri¢do feita por LAEMMLI
(1970). O gel de separacgao foi feito com 7% de acrilamida-bis acrilamida (30:1), 1,5M
de Tris-HCI pH=8,8, 10% de dodecil sulfato de sédio (SDS), 0,04% de persulfato de
amonio, 0,02% de N,N,N’,N’-tetrametil-1,2-diaminometano (TEMED) e dgua destilada.
As amostras do sobrenadante (40ug) foram diluidas em tampao da amostra (125mM de
Tris-HCI, 2,5% de SDS, 20% de glicerol e 0,05% de azul de bromofenol) e fervidas por
5 minutos. As amostras foram aplicadas no gel de empacotamento (4% de acrilamida-
bis acrilamida) e submetidas a migracdo eletroforética (Hoefer Scientific Instruments)
em tampao de migracdo (1,5% de Glicina, 0,3% de Tris-HCI, 0,1% de SDS) a uma
diferenca de potencial de 100V, por 2 horas. Apds a migracdo, as proteinas foram
reveladas através da coloracdo com Comassie Blue. Os géis foram devidamente
escaneados para documentagao.

A caracterizagdo da atividade gelatinolitica das proteinas presentes no
sobrenadante das células tratadas com PC foi feita por zimografia, usando gelatina
comercial sem sabor como substrato (SDS-PAGE-gelatina). Os géis foram feitos de
acordo com a metodologia ja descrita anteriormente e ao gel de separacdo foi
acrescentado 0,1% de gelatina. As amostras do sobrenadante (40ug) foram diluidas em
tampao da amostra (2,5% de SDS, 3% de sacarose, 0,05% de vermelho de fenol e dgua
destilada), aplicadas ao gel de empacotamento e submetidas a eletroforese a uma
diferenca de potencial de 100V, por 4 horas. Apds a migracdo, o gel foi lavado em
solucdo contendo 2,5% de TRITON-X100, para remover o SDS, e incubado overnight a
37°C em tampao fosfato (PBS) com diferentes valores de pH (5,0-9,0), para determinar
o efeito do pH na atividade proteolitica. Apds a incubagdo, o gel foi corado com

Comassie Blue e a atividade gelatinolitica foi detectada através das bandas nao coradas.
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4.7.6 Avaliacio da influéncia do Ca** e do SFB na atividade antitumoral
da PC

A peconha de Crotalus durissus terrificus possui proteinas com atividade
fosfolipésica secretoria (sFLA2), enzima que € ativada por concentracdes de Ca* na
faixa de micromolar (AKIBA et al., 2004).

Com a finalidade de avaliar a influéncia das sFLA2 e dos fatores de crescimento
na atividade antitumoral da PC, células GH3 e RT2 foram semeadas em placas de 24
pocos e, apOs 24h, foram tratadas com PC (1X104ng/mL) na auséncia de Ca*® (PBS +
SFB) ou na auséncia de SFB (DMEM sem soro). Apds 24 horas de tratamento, a taxa de
sobrevivéncia das células foi medida pelo teste do MTT (descrito no item 4.6.1). Os
resultados obtidos foram comparados com o efeito do tratamento com esta mesma

concentracdo de PC em meio DMEM completo contendo Ca*® e SFB.

4.8  Avaliacao da atividade gelatinolitica da PC

Algumas proteinas com atividade enzimatica possuem a capacidade de degradar
a matriz extracelular (MEC) e as principais enzimas que possuem essa capacidade sao
as metaloproteases. As metaloproteases podem ser classificadas de acordo com seu
substrato especifico de degradacdo: as colagenases I, II e III degradam o coldgeno
intersticial I, II e III, respectivamente; as gelatinases degradam principalmente coldgeno
desnaturado (gelatinas); as estromelisinas degradam fibronectina e proteoglicanas e as
matrilisinas degradam fibronectina e coldgeno do tipo IV (PEREIRA et al., 2006).

As metaloproteases estdo presentes em peconhas de vdrias serpentes e podem
inibir a adesdo celular através da degradacdo das proteinas da matriz extracelular
(CALVETE et al., 2003).

A avaliacdo da presenga de metaloproteases na PC, com a capacidade degradar
coldgeno desnaturado, foi feita por zimografia conforme descrito no item 4.7.5, (com
excecdo da concentragdo de acrilamida-bis acrilamida contida no gel de separacdo que

foi 12%).
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4.9 Avaliacao do potencial radiossensibilizador da PC

Para avaliar do potencial radiossensibilizador da PC, células GH3 e RT2 foram
semeadas em placas de 96 pocos e, apdés 24h, foram tratadas com PC (1x10’-
5x10°ng/mL). Ap6s 24 horas de tratamento, o meio com PC foi substituido por meio
DMEM completo e as células foram submetidas a radiacdo gama (3-12Gy). A avaliacdo
do potencial radiossensibilizador da PC foi feita, apds 48h do tratamento com radiagao,
através dos testes de citotoxicidade (MTT) e de andlise morfolégica do DNA
cromossomal através da coloracdo com DAPI (descritos nos itens 4.6.1 e 4.7.3,
respectivamente). Os resultados obtidos foram comparados com os tratamentos isolados

com a peconha e com a radiagdo gama.

4.10 Avaliacao da toxicidade aguda produzida pela administracio da dose

antitumoral da PC estabelecida in vitro

A dose antitumoral da PC, estabelecida in vitro, foi calculada, em pg da PC por
mm? de 4rea tratada, a partir do ICsy do teste MTT apds 24 horas de tratamento (FIG.
21). Depois de calculada, esta dose foi injetada nos animais em uma simula¢do de
tratamento de um tumor de 18mm? (inje¢do intratumoral).

Dez camundongos Swiss, machos, pesando de 25-30g foram separados em dois
grupos experimentais contendo 5 animais em cada um: grupo controle, injetados (s.c.)
com solucdo salina estéril (0,9%) e grupo tratado, injetados (s.c.) com a dose
antitumoral da PC estabelecida in vitro.

ApO6s 24 horas do tratamento, uma aliquota do sangue dos animais foi coletada
(via intravenosa, i.v., caudal) para posterior avaliacdo das alteragdes bioquimicas e
hematolégicas induzidas pelo tratamento. Os animais foram, entdo, eutanasiados e os
orgdos foram retirados para anélises histopatoldgicas.

Para avaliar nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e miotoxicidade induzida pelo
tratamento com a dose antitumoral da PC, estabelecida in vitro, foram feitas analises
bioquimicas toxicoldgicas através de medidas de fosfatase alcalina, albumina, proteinas
totais, uréia e creatina quinase (CK) presentes no soro sanguineo dos animais tratados.
Para isso, o sangue dos animais foi centrifugado (Beckman) por 10 minutos a 3000rpm
e o soro foi coletado. Os métodos utilizados para as andlises bioquimicas toxicolégicas

estdo descritos a seguir:
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- A fosfatase alcalina compreende um grupo de enzimas fosfohidrolases que apresentam
atividade méxima em pH alcalino. Estdo presentes em vdrios tecidos, com maiores
concentracdes no figado, epitélio do trato biliar e ossos. A determinacdo da fosfatase
alcalina se aplica muito bem para o diagndstico de doencas do figado, que sdo
caracterizadas pelo aumento da concentracdo da enzima no sangue. A medida da
fosfatase alcalina presente no soro dos animais controles e tratados com PC foi feita
seguindo as instrucdes do Kit para determinagdo da fosfatase alcalina, por metodologia
cinética colorimétrica (405nm), da Gold Analisa Diagnéstica (Cat. 440 -
MS80022230081).

- A albumina constitui a principal proteina do soro e € sintetizada principalmente no
figado. Valores diminuidos de albumina no soro caracterizam insuficiéncia hepatica,
sindrome nefrética e glomerulonefrite. A medida da albumina presente no soro dos
animais controles e tratados com PC foi feita seguindo as instru¢des do Kit para
determinacdo da albumina, por metodologia colorimétrica (630nm), da Bioclin
(MS10269360114).

- A diminuicao da quantidade de proteinas no soro pode ser um indicio de insuficiéncia
renal aguda. A medida das proteinas totais presentes no soro dos animais controles e
tratados com PC foi feita seguindo as instrucdes do Kit para determinacao das proteinas
totais pelo método biureto colorimétrico (550nm) da In vitro diagnéstica (Cat. 013 -
MS80002670014).

- A uréia € o principal produto do catabolismo das proteinas e aminoacidos e constitui
uma indicagdo grosseira do estado da funcdo renal. Valores aumentados da uréia
plasmdtica sdo classificados como resultantes de defeitos da excrecdo como a
diminui¢do da filtragdo gromerular. A diminui¢do da uréia sérica ocorre em casos de
insuficiéncia hepdtica aguda. A medida da uréia presente no soro dos animais controles
e tratados com PC foi feita seguindo as instrucdes do Kit para determinagdo da uréia,
pelo método enzimadtico colorimétrico (600nm), da Bioclin (MS10269360101).

- A enzima Creatina Quinase (CK) € um indicador altamente sensivel e especifico de
lesdo muscular. A creatina quinase é formada por moléculas diméricas compostas de
subunidades M e B e existem na forma de isoenzimas MM, MB e BB. As subunidades
M e B sdo imunologicamente distintas, sendo a CK-MM e CK-MB distribuidas
principalmente nos musculos esquelético e cardiaco, respectivamente, enquanto que a
CK-BB esté presente principalmente no cérebro e tecidos compostos de musculo liso. A

medida de CK total permite a dosagem das trés isoenzimas. H4 uma grande variacdo
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individual na atividade sérica normal da enzima CK, onde as concentracdes séricas
aumentam ligeiramente apds exercicios fisicos. A medida da CK total presente no soro
dos animais controles e tratados com PC foi feita seguindo as instrucdes do Kit para
determinacdo de CK, pelo método cinético colorimétrico (340nm), da Doles Ltda
(MS10231810072).

Para avaliar as alteracdes hematoldgicas causadas pelo tratamento com a dose
antitumoral da PC, estabelecida in vitro, as amostras de sangue foram coletadas em
EDTA e enviadas para o laboratério de Patologia Clinica da escola de Veterindria da
UFMG, para quantificagdo dos leucdcitos (Contador automético de células — Abacos).
Para quantificacdo das hemadcias as amostras de sangue foram centrifugadas a 3000rpm
por 10 minutos e as células vermelhas foram transferidas para um tubo contendo liquido
diluidor (Liquido de Dacie- Citrato de sédio 3,1%, Formol 0,4% e dgua destilada).
Posteriormente, as hemacias foram contadas (M.O) com o auxilio de uma camara de

Neubauer.

4.11 Avaliacio do papel da Crotoxina e da Crotamina no efeito

antitumoral da PC

A Crotoxina e a Crotamina sdo as duas proteinas mais abundantes na peconha de
Crotalus durissus terrificus (DA SILVA et al., 1981; LAURE, 1975).

A avaliacdo do papel da Crotoxina e da Crotamina sobre o efeito antitumoral da
PC foi feita através do teste de citotoxicidade (MTT), da andlise morfoldgica do DNA
cromossomal através da coloracdo com DAPI (descritos nos itens 4.6.1 e 4.7.3,
respectivamente) e pela andlise morfoldgica (descrita no item 5.9.1). Os resultados

obtidos foram comparados com o efeito antitumoral da peconha bruta.
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4.12 Sintese de sonda radioativa da Crotoxina e da Crotamina, utilizando
1351 como radiotracador, para estudos de interacao com células tumorais in vitro e

biodistribuicao em animais com tumor de Ehrlich

4.12.1 Sintese de sonda radioativa da Crotoxina e da Crotamina utilizando

1251 como radiotracador

Todos os experimentos utilizando material radioativo foram feitos tomando-se
os devidos cuidados de radioprotecdo, de acordo com a norma CNEN 3.01. As bancadas
foram devidamente forradas, os EPI (jaleco, luvas, dosimetro e 6culos de protecdo)
foram utilizados, os descartes de rejeitos foram etiquetados com as informacdes
pertinentes (identificacdo do radiois6topo, tipo de emissdo, o tipo de rejeito), a
blindagem adequada foi utilizada e o monitoramento das possiveis contaminagdes de
superficie foi feito com o detector Geiger-Miiller.

Com o objetivo de avaliar a interacao dos polipeptideos presentes na PC com as
células tumorais, sondas radioativas de Crotoxina e a Crotamina foram sintetizadas,
utilizando o radiois6topo '*’I como radiotracador, para posteriores estudos de interacdo
in vitro € in vivo.

A sintese da sonda radioativa foi feita por uma reacdo de substituicdo
eletrofilica, misturando-se 5-25ug de cada polipeptideo com 0,5mCi de Na'I e
quantidade adequada de lactoperoxidase. A reacdo foi iniciada pela adi¢ao de 10uL de
solucdo de peroxido de hidrogénio e, apds dois minutos, a reacdo foi interrompida
através da dilui¢do da mistura de reagentes em uma solucdo contendo 0,05M de PBS e
0,1% de BSA. A separacio do iodo livre (‘*T') foi feita em resina de troca anidnica
(DOWEX® 1X), previamente saturada com solu¢do de 0,05M de PBS (pH= 7,4) ¢ 0,1%
de BSA. O controle de qualidade da sintese da sonda radioativa foi feito por
cromatografia ascendente em papel Whattman N°1 (2x20cm) usando metanol saturado
com iodeto de potdssio como fase mével. Apds a corrida cromatografica, as fitas foram
cortadas em tiras de Icm e a radioatividade foi medida em um aparelho de
espectrometria gama (Wallac - Janela:35keV - Eficiéncia do aparelho: 80%). Apds o
calculo da eficiéncia da radiomarcacao, foi possivel calcular a atividade especifica dos

polipeptideos radiomarcados.
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A Crotoxina e a Crotamina possuem a capacidade de se ligarem em membranas
excitdveis (KRIZAJ et al.,, 1996; MATAVEL et al.,, 1998), como sinaptossomas
cerebrais. Por este motivo, a preservacdo da atividade biologica das proteinas

radiomarcadas foi confirmada pela interagao com sinaptossomas cerebrais de rato.

4.12.2 Estudo da interacdo da Crotoxina e da Crotamina radiomarcadas

com alvos presentes na membrana das células tumorais

O estudo de interagdo dos polipeptideos radiomarcados com os receptores de
membrana das células de glioblastoma murino foi feito incubando-se as células integras
(0,5x10%éls/ ponto - 10ug) com 10"°M de '®I-Crtx ou '*I-Crota na auséncia (ligacdo
total) ou presenca (ligacdo ndo especifica) de um excesso de 1000 vezes dos
polipeptideos nativos. A incubacao foi feita em tampao TBSA (50mM de Tris, 150mM
de NaCl, 0,1% de BSA), durante 1h, a 25°C. Apés o periodo de incubacdo, o
polipeptideo ligado as células foi separado do polipeptideo livre por centrifugacio
(Beckman) a 12500rpm, durante 5 minutos. O sobrenadante foi aspirado e o precipitado
foi lavado 4 vezes em tampao de lavagem TBSA (50mM de Tris, 150mM de NaCl, 1%
de BSA). A radioatividade incorporada as células foi medida no aparelho de
espectrometria gama. A ligacio especifica dos polipeptideos radiomarcados aos tumores
foi calculada pela subtracdo da ligacdo ndo especifica da ligacdo total. O estudo de
interacdo também foi feito em sinaptossomas de cérebro de rato (P2) (controle de
células cerebrais ndo tumorais- 10pg) e em células de tumor de Ehrlich (modelo tumoral
animal ja padronizado, feito em colaboracdo com o laboratério de Patologia Comparada

do ICB/UFMG).

4.13 Sintese de sonda radioativa da PC, utilizando o radioisétopo Pmre
como radiotracador, para estudos de biodistribuicio em animais com tumor de

Ehrlich

O *™Tc é obtido a partir de um gerador de molibdénio sob a forma oxidada
e (SO (pertecnetato), que é quimicamente estdvel. No entanto, por ser um metal de
transicdo, ele pode existir em 9 estados de oxida¢do (-1 a +7) o que lhe d4 a

possibilidade de formar complexos de coordenagdo com numerosos quelantes. A

73



Materiais e Métodos

99my

coordenacdo de agentes quelantes ao ~ Tc € feita quando o metal se encontra em

estados de oxidagdo inferiores ao VII. Ao ser reduzido, o 9m

Tc pode se complexar com
ligantes que contém grupos doadores de elétrons, marcando-os radioativamente. Na
auséncia de ligantes, ~™TcO, (coléide) é obtido a partir da reducdo de *"TcO,
(JURISSON et al., 1999).

Com o objetivo de avaliar a interacdo da PC com as células tumorais, uma sonda
radioativa da peconha foi sintetizada, utilizando o *’™Tc radiotracador, para posteriores
estudos de biodistribui¢do em animais com tumor de Ehrlich.

A sintese da sonda radioativa da PC foi feita incubando-se 100ug da PC,
3,7x106Bq (100uCi) de M e os agentes redutores cloreto estanoso (SnCl,- 2mg/mL
em HCI) e borohidreto de sédio (NaBHs- 10mg/mL em NaOH) por 30 minutos em
pH=7,0. Apés o tempo de incubacdo, a peconha foi filtrada (Millipore - 0.22um) e o
controle de qualidade da radiomarcacdo foi feito por cromatografia ascendente em
SILICA GEL 60 (Merck), utilizando acetona como fase mével, e descendente em papel
Whattman N°1, utilizando salina 0,9% como fase mével (FIG. 19). Apdés a corrida
cromatogréfica, as fitas foram cortadas em tiras de Icm e a radioatividade foi medida
em um contador gama (Wallac - Janela:140keV - Eficiéncia do aparelho: 80%). O

rendimento da radiomarcacdo foi calculado da seguinte forma:

RENDIMENTO =100 - (X+Y)

Onde:

X=""TcO,
Y= 99mTCOz
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SALINA ACETONA
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FIGURA 19: Desenho esquematico do controle de qualidade da radiomarca¢do com
9MTe por cromatografia ascendente em SILICA GEL 60 descendente em papel

WHATTMAN N°1.

A atividade bioldgica da **™Tc-PC foi confirmada através da andlise da atividade
hemolitica indireta, de acordo com método descrito por CADILLO et al., 1998. Para
1sso, hemdcias humanas foram ressuspendidas em tampdo Glicina-NaCl (0,IM de
glicina em NaCl 0,6%- pH=5,8) (10%v/v) e incubadas durante 1 hora a 37°C com uma
emulsdo de gema de ovo (6,4% em Tris-HCI 50mM - pH 7,5) e uma solugao de peconha
nativa ou marcada com **"Tc (1-150pg/mL). Apés o tempo de incubacdo, a mistura foi
centrifugada (Beckman) por 10 minutos a 3000rpm e a hemoglobina presente no

sobrenadante foi quantificada espectrofotometricamente (Shimadzu) a 540nm.

4.14 Avaliacdo da interacao, in vivo, da 99mTc-PC, 251.Crtx e '»I-Crota

com células tumorais — Biodistribuicio em animais com tumor de Ehrlich

A interacio da *"Tc-PC, '*I-Crtx e '*’I-Crota com células tumorais, in vivo, foi
avaliada através do estudo de biodistribui¢do em animais com tumor de Ehrlich, com o
objetivo de avaliar o potencial uso dessas moléculas radiomarcadas como radiofarmacos
para deteccdo de tumores sélidos.

Camundongos Swiss, fémeas, pesando de 25-30g, foram implantados com as
células de tumor de Ehrlich e mantidos no laboratério de Patologia Comparada do

departamento de Patologia Geral- ICB/UFMG. O preparo das células tumorais inclui a
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lavagem, contagem e teste de viabilidade das mesmas. Com o auxilio de seringas e
agulhas descartdveis estéreis, foram retirados 3mL do fluido ascitico de camundongos
pré-inoculados ha 10 dias com tumor de Ehrlich na cavidadde peritoneal. Esse fluido foi
lavado 3x em salina fisiolégica para a obtencdo de um liquido denso e claro,
correspondendo a uma suspensdo celular com o minimo de fibrina e hemdiceas. A
viabilidade celular foi avaliada através da exclusdo do azul de Tripan e as células de
tumor de Ehrlich (2,5x10°%) foram inoculadas entre os coxins plantares do membro
posterior esquerdo dos animais, para obten¢do do tumor na forma sélida. Apos seis dias
do implante do tumor, os animais foram divididos em 10 grupos, contendo 3 animais
cada, e utilizados nos experimentos.

A biodistribuicio foi feita injetando *™Tc-PC ou 'I-Crtx ou '*I-Crota
(20,8x103Bq) diluidas em salina nos animais, por via intravenosa (i.v.) caudal. O
99mTcOz, 0 99mTcO4' e 0 Na'®I também foram injetados nas mesmas condicdes, para
avaliar a biodistribuicdo das possiveis impurezas presentes nos radiofarmacos. Apos
diferentes tempos de injecdo (10minutos — 24 horas), os animais foram eutanasiados e
tiveram seus Orgaos vitais e patas removidos para avaliacdo do perfil de biodistribuicao
e da interacdo com o tumor. A radioatividade em cada 6rgdo foi determinada em um
aparelho de espectrometria gama (Wallac - Janela:35-140keV - Eficiéncia do aparelho:
80%). Os resultados foram expressos como fragdo percentual da dose injetada por grama

do 6rgao (%Dl/g).

4.15 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, inclusive os respectivos
grupos controles. Os resultados foram expressos como a média +DP de pelo menos trés

experimentos. Os dados foram analisados pelo teste t de Student ndo pareado; foram

considerados significativos aqueles dados com p<0,05.
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S RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do efeito antitumoral da PC e da radiacio gama em

células de tumores cerebrais

5.1.1 Estudo do efeito de citotéxico da PC e da radiacdo gama: avaliacio

da taxa de sobrevivéncia das células tratadas

A avaliagdo do efeito citotoxico da PC e da radiacdo gama foi feita pela medida
da taxa de sobrevivéncia das células tratadas, através do teste do MTT.

Os resultados obtidos mostraram que a PC foi citotoxica de maneira dose e
tempo dependente para as duas linhagens de tumores cerebrais. No entanto, as células
GH3 foram mais sensiveis ao efeito citotéxico da PC do que as células RT2, como
indicado pelos valores da concentracdo que inibe 50% das células vivas (ICsg): apds 48
horas de tratamento, o ICsy foi 961,2+110ng/mL para as células GH3 e 21524+200ng/mL
para células RT2.

As maiores concentracdes utilizadas  (5x10>-3x10'ng/mL)  reduziram
significativamente o nimero de células GH3 vivas, ja4 nas primeiras seis horas de
tratamento (£60-75% de reducdo, p<0,01). O maior efeito citotéxico da PC, para essa
linhagem de células, ocorreu ap6s 144h de tratamento com 1x10°ng/mL (1pg/mL), que
foi letal para cerca de 95% das células (FIG. 20).

A concentra¢do 3x10*ng/mL (30ug/mL) reduziu cerca de 35% do ndmero de
células RT?2 vivas ja nas primeiras seis horas de tratamento. O efeito citot6xico maximo
da PC, para essa linhagem de células, ocorreu 144h apés o tratamento com 5x10°ng/mL
(Sug/mL), onde ndo foram encontradas células vivas (FIG. 21).

O tratamento com radiagdo gama também foi citotéxico para as células GH3 e
RT2 de maneira dose e tempo dependente (FIG. 22 e 23, respectivamente). Assim como
no tratamento com PC, as células GH3 se mostraram mais sensiveis ao tratamento com
radiagdo gama do que as células RT2. A menor dose testada (3Gy) foi suficiente para
reduzir +30% do nimero de células GH3 vivas jd nas primeiras 24 horas, chegando a
+70% de reducao apds 144h do tratamento. Diferente do efeito nas células GH3, a dose
3Gy ndo alterou a sobrevivéncia das células RT2 nas primeiras 24 horas apds o

tratamento. No entanto, apos 144h este nimero j4 havia sido reduzido cerca de 27%. O
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maior efeito citotoxico da radiagdo gama, tanto para células GH3 quanto para RT?2, foi
alcancado apds 144h do tratamento com a dose 12Gy, que foi letal para cerca de 95%

das células.
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FIGURA 20: Efeito citotoxico da peconha de Crotalus durissus terrificus para as
células GH3. Células GH3 foram tratadas com diferentes concentragcdes da PC (como
indicado). A citotoxicidade foi avaliada, apds diferentes tempos de tratamento, pela
medida da taxa de sobrevivéncia das células tratadas, através do teste do MTT. As
maiores concentragdes utilizadas (5x10°-3x10"ng/mL) reduziram significativamente o
numero de células vivas, ja nas primeiras seis horas de tratamento (60-75% de reducio).
O maior efeito citotéxico da PC ocorreu apds 144 horas de tratamento com a
concentracio 1x10°ng/mL (1ug/mL), que reduziu o nimero de células GH3 vivas cerca

de 95%. (n=3), (*p<0,01 em relagdo ao controle).
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FIGURA 21: Efeito citotoxico da peconha de Crotalus durissus terrificus para as
células RT2. Cé¢lulas RT2 foram tratadas com diferentes concentra¢cdes da PC (como
indicado). A citotoxicidade foi avaliada, apds diferentes tempos de tratamento, pela
medida da taxa de sobrevivéncia das células tratadas, através do teste do MTT. A
concentracao 3x104ng/mL (30png/mL) reduziu cerca de £35% do nimero de células
vivas, jd nas primeiras seis horas de tratamento. O efeito citotéxico maximo da PC
ocorreu 144h apés o tratamento com 5x10°ng/mL (5pug/mL), onde ndo foram

encontradas células vivas. (n=3), (*p<0,01 em relagcdo ao controle).
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FIGURA 22: Efeito citotoxico da radiacao gama para as células GH3. Células GH3
foram tratadas com diferentes doses de radiagdo gama (como indicado). A
citotoxicidade foi avaliada, apds diferentes tempos do tratamento, pela medida da taxa
de sobrevivéncia das células tratadas, através do teste do MTT. O efeito citotoxico
maximo da radiacdo gama foi alcangado apds 144h do tratamento com a dose 12Gy, que

foi letal para cerca de 95% das células. (n=3), p<0,01.
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FIGURA 23: Efeito citotoxico da radiacao gama para as células RT2. C¢lulas RT2
foram tratadas com diferentes doses de radiacio gama (como indicado). A
citotoxicidade foi avaliada, apds diferentes tempos do tratamento, pela medida da taxa
de sobrevivéncia das células tratadas, através do teste do MTT. A radiagdo gama foi

citotoxica para as células RT2 de maneira dose e tempo dependente. (n=3), p<0,01.

A tabela a seguir apresenta a andlise comparativa do efeito citotoxico dos
diferentes tratamentos estudados (valores referentes ao tratamento de 48h). A cisplatina
€ um agente antineopldsico utilizado na clinica para o tratamento de alguns tipos de
tumores cerebrais. Alguns autores ja demonstraram que a cisplatina induz a morte
apoptotica (MI-RYEONG et al., 2004; FUKUTOMI et al., 2006) e, por este motivo, ela

foi utilizada nos experimentos como controle positivo de apoptose.

TABELA 3: Analise comparativa do efeito citotoxico dos diferentes tratamentos

estudados
GH3 RT2
I1Csy da PC 961,2+110ng/mL 2152+200ng/mL**
IC5y da Cisplatina 5011+500ng/mL 4961+400 ng/mL
*ICs¢ Radiacao gama 4,1+0,4Gy 6,3+0,6Gy**

*#p<0,01 em relacdo as células GH3.
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5.1.2 Estudo do efeito da PC e da radiacao gama sobre a proliferacao

celular

O efeito da PC e da radiacdo gama sobre a proliferacio das células tumorais foi
avaliado através do teste clonogénico, no qual as células, apds receberem o tratamento,
sao incubadas por um tempo suficiente para a formagao de colonias isoladas.

A FIG. 24 mostra o efeito da peconha de cascavel sobre a proliferacao das
células de adenoma de pituitdria e glioblastoma murinos. Ambas as linhagens tiveram
sua capacidade proliferativa significativamente reduzida pelo tratamento com PC. O
efeito inibitério maximo para as células GH3 e RT2 foi alcangado pelo tratamento com
a concentracdo 2x10°ng/mL (2pg/mL).

A FIG. 26 mostra o efeito da radiagdo gama sobre a proliferacao das células de
tumores cerebrais. Ambas as linhagens tiveram a clonogenicidade reduzida de forma
dose dependente. A linhagem de células GH3 foi significativamente mais sensivel ao
efeito inibitério da clonogenicidade, provocado pela radiacdo gama, do que a linhagem
de células RT2. O efeito inibitério maximo para as células GH3 e RT2 foi alcangado
pelo tratamento com as doses 6 e 12Gy, respectivamente.

As colonias formadas pelas células GH3 e RT2 controles e tratadas podem ser

visualizadas nas FIG. 25 e 27.
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FIGURA 24: Efeito da peconha de Crotalus durissus terrificus sobre a proliferacao
de linhagens de tumores cerebrais. Células RT2 e GH3 foram tratadas com diferentes
concentracdes da PC (como indicado) e incubadas por um periodo de tempo suficiente
para formacgao de colonias isoladas. Apds o periodo de incubagdo, as colonias foram
coradas pelo Giemsa e aquelas com mais de 50 células foram contadas. Ambas as
linhagens tiveram sua capacidade proliferativa significativamente reduzida pelo
tratamento com PC. O efeito inibitério médximo para as células GH3 e RT2 foi
alcangado pelo tratamento com a concentracdo 2x10°ng/mL (2pg/mL). (n=3), (*p<0,01

em relacdo ao controle).
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FIGURA 25: Colonias formadas apés tratamento com PC. A- Fotomicrografia das
células GH3 controles e tratadas com PC (10pg/mL) (M.O - Nikon — Aumento 40x ). B-
Fotomacrografia das células RT2 controles e tratadas com PC (10ug/mL) (Nikon). Setas

indicam uma colonia com mais de 50 células.
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FIGURA 26: Efeito da radiacdo gama sobre a proliferacio das linhagens de
tumores cerebrais. Células RT2 e GH3 foram tratadas com diferentes doses de
radiacdo gama (3-12Gy) e incubadas por um periodo de tempo suficiente para a
formacdo de coldnias isoladas. Ap6s o periodo de incubacdo, as colonias foram coradas
pelo Giemsa e aquelas com mais de 50 células foram contadas. O efeito inibitério da
clonogenicidade, causado pela radiacdo gama, foi dose dependente para as duas
linhagens estudadas. O efeito inibitério maximo para as células GH3 e RT2 foi
alcancado pelo tratamento com as doses 6 e 12Gy, respectivamente. (n=3), (¥*p<0,01 em

relacdo ao controle).
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FIGURA 27: Colonias formadas apés tratamento com radiacdo gama. A-
Fotomicrografia das células GH3 controles e tratadas com radiacdo gama (3-12QGy)
(M.O —Aumento 40x). B- Fotomacrografia das células RT2 controles e tratadas com

radiacdo gama (3-12Gy) (Nikon). Setas indicam uma col6nia com mais de 50 células.
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5.2 Avaliacdo do mecanismo de acido antitumoral da PC e da radiaciao

gama

5.2.1 Analise morfologica

Para as andlises morfoldgicas, células GH3 e RT2 controles e tratadas com PC
ou radiacdo gama foram fotografadas ao M.O.

As FIG. 28 e 29 mostram que as células GH3 e RT2 tratadas com PC e radiagcao
gama apresentaram alteracdoes morfolégicas bastante visiveis tais como: irregularidades
na membrana plasmética, reducdo do volume citoplasmético e formacdo dos blebs,
todas caracteristicas de apoptose. Este resultado € indicativo de que a reducdo do
nimero de células vivas apds o tratamento com PC e radiacdo gama, observado nas

FIG. 20-23, ocorreu através da inducdo da morte programada, que poderd ser

confirmada pelas andlises de fragmentacdo do DNA e do ciclo celular.
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FIGURA 28: Fotomicrraﬁa das células GH3 e RT2 tratadas com PC. Células
GH3 (A) e RT2 (B) controles e tratadas por 48h com PC (3-10ug/mL). Imagens
adquiridas em camera fotografica (Nikon) acoplada ao M.O (Aumento 400x). Setas
indicam irregularidades na membrana plasmatica, reducdo do volume citoplasmatico e

formacdo dos blebs.
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FIGURA 29: Fotomicrografia das células GH3 e RT2 tratadas com radia¢cdo gama.

Células GH3 (A) e RT2 (B) controles e tratadas com diferentes doses de radiacdo gama
(48h apds tratamento). Imagens adquiridas em camera fotografica (Nikon) acoplada ao
M.O (Aumento 400x). Setas indicam irregularidades na membrana plasmética, redugdo

do volume citoplasmaético e formacao dos blebs.
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5.2.2 Analise eletroforética da fragmentacio do DNA induzida pela PC e

pela radiacao gama

Sao vdrias as metodologias que permitem a deteccdo da apoptose e algumas
delas consistem na andlise de fragmentacdo do DNA, avaliacdo das alteragdes na
membrana plasmdtica como a translocacdo de fosfatidilserina e avaliacdo de caspases
ativadas (MANNHEIM, 1998). Algumas das técnicas que permitem a andlise de
fragmentacdo do DNA sio a eletroforese em gel de agarose e a coloragdo com o DAPIL
Estas técnicas fornecem informagdes complementares e, se utilizadas paralelamente,
podem identificar e caracterizar, com seguranca, a ocorréncia de apoptose.

Através da andlise eletroforética em gel de agarose foi possivel perceber que o
tratamento com PC (10pg/mL) induziu a degradacdo do DNA das células GH3 e RT2
de maneira progressiva no periodo de tempo observado (FIG. 30-A).

A radiacdo ionizante (9Gy) também provocou degradacdo do DNA das células
GH3 de maneira progressiva. Entretanto, em células RT2, a degradacdo do DNA
radioinduzida pode ser visualizada apenas apds a primeira hora do tratamento. Nos
tempos subseqiientes (6 € 24h) o dano no DNA destas células parece ter sido
parcialmente reparado (FIG. 30-B). Este resultado confirma os dados fornecidos pelo
teste MTT, onde praticamente todas as células RT2 continuaram vivas apds 24 horas da
irradiacdo (FIG. 23).

Sabe-se que a radiacdo gama promove a morte celular por apoptose (WILSON,
2004) que pode ser detectada pela degradacao do DNA. Algumas células apoptdticas
apresentam um padrdo de fragmentacdo de DNA caracteristico, detectado em gel de
agarose, denominado ladder. No entanto, em algumas linhagens de células a formacgao
do ladder nao € facilmente visualizada (BIOCOMPARE, 2006) como foi observado em

Nnossos experimentos.
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FIGURA 30: Avaliacdo da degradacao do DNA induzida pela PC e pela radiacio
gama. DNA de células GH3 e RT2 controles e tratadas com (A) PC (10ug/mL) e (B)
radiacdo gama (9Gy). As bandas de DNA, coradas com brometo de etidio, foram

visualizadas em um transiluminador com luz ultravioleta.
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5.2.3 Anailise das alteracoes do DNA cromossomal, induzidas pela PC e

pela radiacao gama, através da coloracao com DAPI

Para complementar as informacgdes obtidas pela andlise da fragmentacdo do
DNA por eletroforese em gel de agarose, a morfologia do DNA cromossomal das
células GH3 e RT2, controles e tratadas com PC e radiacdo gama, foi analisada através
da coloragao com o DAPI, um corante especifico de DNA. Esta técnica permite avaliar
ndo s6 a fragmentacdo do DNA, mas também outras caracteristicas de apoptose como a
condensacdo da cromatina e formagdo dos corpos apoptéticos.

Células GH3 e RT2 tratadas com PC e radiacdo gama apresentaram, 48 horas
apés o tratamento, alteracdes morfoldgicas no DNA cromossomal semelhantes aquelas
provocadas pelo tratamento com cisplatina (CTL+ de apoptose): fragmentacdao do DNA,
condensacdo da cromatina e formacdo de corpos apoptéticos (FIG. 31 e 32), todas
caracteristicas de apoptose.

Estes resultados comprovam que a degradagdao no DNA das células GH3 e RT2
tratadas com PC, visualizadas pela eletroforese em gel de agarose, é, de fato,

caracteristica de apoptose.
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FIGURA 31: Apoptose induzida por PC, radiacao gama e cisplatina (CTL+) em

células GH3, visualizada através da coloracao com DAPI. Céluias GH3 controles e
tratadas por 48h com (A) PC (3-10ug/mL), (B) radiacdo gama (9Gy) e (C) cisplatina (3-
10pg/mL). Setas indicam condensac@o da cromatina e asteriscos indicam corpos

apoptoticos (Aumento100x).
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FIGURA 32: Apoptose induzida por PC, radiacio gama e cisplatina (CTL+) em

células RT2 visualizada através da coloracido com DAPI. Células RT2 controles e
tratadas com (A) PC (3-10ug/mL), (B) radiacdo gama (9Gy) e (C) cisplatina (3-
10pug/mL). Setas indicam condensa¢do da cromatina e asteriscos indicam corpos

apoptoticos (Aumento100x).
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5.2.4 Analise do ciclo celular das células tratadas com PC por citometria

de fluxo

A andlise do ciclo celular foi feita por citometria de fluxo, técnica que permite
detectar o ndmero de células presentes em cada fase do ciclo celular através da
quantificacdo do DNA.

Células 2n sao caracteristicas das fases Gy e G; do ciclo celular; células 4n sdo
caracteristicas das fases G, e M e aquelas células na fase de sintese apresentam o
contetido de DNA maior que 2n e menor que 4n. Células apoptéticas, com o DNA
degradado, apresentam conteido de DNA inferior a 2n, podendo ser classificadas como
pertencentes ao grupo subG; e aquelas com o conteido de DNA superior a 4n sdo
consideradas células polinucleadas.

Os tratamentos com as concentragdes 5 e 10ug/mL de PC (48h) provocaram
aumento significativo do nimero de células GH3 (tumor benigno) apoptdticas (subG)
(£17 vezes maior do que as células controles, p<0,01) (FIG. 33-A).

Em células RT2, tumor maligno, o tratamento com PC (10pg/mL) também
provocou o aumento do ndmero de células apoptdticas (£3,5 vezes maior do que as
células controles, p<0,01). As células que ndo sofreram apoptose apds o tratamento com
PC se acumularam em G,/Gy, indicando uma parada no ciclo celular, a qual impediu a
progressao das células no ciclo para as fases S, G, e M. A parada na fase G, do ciclo
celular ocorreu, provavelmente, devido a uma tentativa de reparo dos danos causados
pelo tratamento com PC. No entanto, esta tentativa de reparo parece nao ser bem
sucedida em tratamentos prolongados com PC, pois, como demonstrado pelo teste de
citotoxicidade, todas as células RT2 morreram apds 144h de tratamento com as
concentracoes 3-10ug/mL de PC (FIG. 21).

As células RT?2 tratadas com cisplatina (CTL+) acumularam em G,/M (3pug/mL)
e G1/Gy (Sug/mL). Em ambas as linhagens o nimero de células apoptéticas, tratadas

com cisplatina, aumentou de maneira dose-dependente (FIG. 33 C e D).

Desenho esquematico
identificando as fases do ciclo
onde as células RT2 se
PC
acumulam, apés o tratamento

com PC.
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FIGURA 33: Analise do ciclo celular de células tratadas com PC e cisplatina
(CTL+). A- Células GH3 controles e tratadas com PC (3-10ug/mL) B- Células RT2
controles e tratadas com PC (3-10ug/mL) C- Células GH3 controles e tratadas com
cisplatina (3-10ug/mL) D- Células RT2 controles e tratadas com cisplatina (3-
10pg/mL). As fases do ciclo celular foram determinadas pela quantificacao do contetido

de DNA por citometria de fluxo (FACScan — Beckton Dickson — Fluorocromo: Iodeto

de propidio) (n=3).
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5.2.5 Analise do sobrenadante das células tratadas com PC por

eletroforese (SDS-PAGE) e Zimografia

A anélise do sobrenadante das células controles e tratadas com PC foi feita com
o objetivo de identificar as proteinas excretadas pelas células apds o tratamento e
caracteriza-las quanto a atividade enzimatica.

Ap6s tratamento de 24h com PC, o sobrenadante das células GH3 e RT2 foi
analisado quanto ao contetido protéico, por eletroforese em gel de poliacrilamida, e
quanto a presenca de atividade gelatinolitica, por zimografia (FIG. 34).

Aparentemente, o tratamento com PC ndo induziu liberacio de nenhuma
proteina adicional em relagdo ao controle. Nas condicdes utilizadas, apenas uma
proteina de ~116kDa foi identificada no sobrenadante de células controles e tratadas
com PC. Essa proteina, no entanto, ndo apresentou atividade gelatinolitica em nenhum

dos pH’s testados.
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FIGURA 34: Analise do sobrenadante das células GH3 e RT2 tratadas com PC,
em gel de acrilamida (SDS/PAGE) e Zimografia (SDS/PAGE-Gelatina). Células
GH3 e RT2 foram tratadas com 10pg/mL de PC durante 24h e, apés tratamento, foram
lavadas e incubadas durante 48h em meio sem soro. Posteriormente o meio
sobrenadante foi coletado, dialisado, liofilizado e as proteinas presentes foram
analisadas em gel de acrilamida (SDS/PAGE) e Zimografia (SDS/PAGE-Gelatina). O
tratamento com PC n@o induziu a producio e liberacdo de nenhuma proteina adicional.
Apenas uma proteina de ~116kDa foi identificada no sobrenadante de células controles
e tratadas com PC. Essa proteina, no entanto, nao apresentou atividade gelatinolitica em

nenhum dos pH’s testados.
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5.2.6 Avaliacio da influéncia do SFB e do Ca** na atividade antitumoral
da PC

Como observado na FIG. 33, as células GH3 e RT2 controles se apresentam
principalmente nas fases G;, S e G, do ciclo celular, indicando que elas estdo
proliferando ativamente. Na auséncia de estimulo do crescimento (auséncia de soro),
células em G; saem do ciclo celular e ficam estacionadas em Gy (fase de quiescéncia),
podendo voltar ao ciclo desde que haja estimulo de crescimento. Para avaliar se o efeito
antitumoral da PC ¢ ciclo especifico, células GH3 e RT2 foram incubadas, durante 24
horas, com PC (10pug/mL) na auséncia de SFB (DMEM sem soro). Apds o tratamento, a
taxa de sobrevivéncia das células foi avaliada através teste do MTT.

O efeito antitumoral da PC sobre as células GH3 e RT2 foi dependente da
presenca de fatores de crescimento (SFB). Na auséncia de soro, o efeito da PC foi cerca
de 45% menor (p<0,05) (FIG. 35). Este resultado sugere que a PC age de maneira ciclo
especifica (mais eficaz em células que estdo proliferando ativamente). No entanto, a
possibilidade da PC atuar na fase Gy ndo pode ser descartada, uma vez que apesar de
menos potente, PC ndo perdeu sua atividade antitumoral.

A peconha de Crotalus durissus terrificus possui proteinas com atividade
fosfolipésica secretéria (SFLA2), enzima que requer concentracdes de Ca* na faixa de
micromolar para sua atividade (AKIBA et al., 2004). Com a finalidade de avaliar a
influéncia das sFLA2 na atividade antitumoral da PC, células GH3 e RT2 foram
incubadas, durante 24 horas, com PC (10pug/mL) na auséncia de Ca* (PBS + SFB).
Apds o tratamento, a taxa de sobrevivéncia das células foi avaliada através teste do
MTT.

O efeito antitumoral da PC foi parcialmente dependente de cdlcio apenas sobre
as células RT2. Na auséncia de célcio, o efeito da PC sobre essas células foi cerca de

135% menor (p<0,01) (FIG. 35).
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FIGURA 35: Avaliacao da influéncia do Ca*? e SFB na atividade da PC. Células
GH3 e RT2 foram tratadas com 10pg/mL de PC na presenca e auséncia de Ca*> e SFB.
Apés o tratamento, a taxa de sobrevivéncia das células GH3 (A) e RT2 (B) foi avaliada
através do teste do MTT. Em células GH3 a atividade da PC foi reduzida apenas na
auséncia de soro. Em células RT2, atividade da PC foi reduzida tanto na auséncia de

Ca** como na auséncia de SFB. (n=3) (* p<0,05 ** p<0,01, em relac@o ao controle).
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5.3 Avaliacao da atividade gelatinolitica da PC

As metaloproteases estdo presentes em pegonhas de vdrias serpentes € podem
inibir a adesdo celular através da degradacdo das proteinas da matriz extracelular
(CALVETE, 2003).

A avaliacdo da presenca de metaloproteases na PC, com capacidade de degradar
coldgeno desnaturado (gelatina), foi feita por zimografia em gel SDS-PAGE-Gelatina.
O perfil protéico da PC foi observado paralelamente em gel SDS-PAGE para avaliar o
peso molecular das proteinas com atividade enzimética.

Duas bandas protéicas com atividade gelatinolitica foram identificadas e o pH

6timo para a atividade enzimadtica dessas proteinas foi maior ou igual a 7,2 (FIG. 36).

PCem
PM  SDS/PAGE PC em SDS/PAGE-Gelatina

pH=5 pH=6 pH=7,2 pH=8 pH=9

_
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FIGURA 36: Perfil protéico da PC e avaliacdo da sua atividade gelatinolitica. As
amostras de PC (40ug) foram aplicadas em gel de poliacrilamida em condicdes
desnaturantes (SDS-PAGE), para avaliacdo do seu perfil eletroforético, e em gel SDS-
PAGE-Gelatina para identificacdo da sua atividade gelatinolitica. Foram identificadas

duas bandas protéicas com atividade gelatinolitica (pH 6timo >7,2).
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54 Avaliacao do potencial radiossensibilizador da PC

Uma das estratégias terapéuticas para tumores € a utilizacdo de
radiossensibilizadores, agentes quimicos que aumentam a sensibilidade das células a
radiacdo, tornando o tratamento radioterdpico mais eficaz (SALVAJOLI et al., 1999).

Para avaliar do potencial radiossensibilizador da PC, células GH3 e RT2 foram
tratadas com PC, durante 24h e submetidas a radiacdo gama (3-12Gy). Apés 48h do
tratamento com radiacdo, os testes de citotoxicidade (MTT) e de andlise das alteragcdes
morfolégicas do DNA cromossomal foram realizados.

A concentragdo 2ug/mL foi bastante eficiente como neo-adjuvante na
radioterapia de células GH3. O tratamento com 2ug/mL e 6Gy de radiacdo gama foi
cerca de 57% mais eficiente na redu¢cdo do ndmero de células vivas, do que os
tratamentos individuais com PC ou radiacao gama (FIG. 37).

Uma concentracdo maior de PC foi necessdria para radiossensibilizar as células
RT2. O tratamento com 5Sug/mL e 3Gy de radiacdo gama foi 26% mais eficiente na
redugdo do ndmero de células vivas, do que o tratamento individual com PC e cerca de
66% mais eficiente do que o tratamento individual com radia¢do gama (FIG. 38).

Células GH3 e RT2, submetidas ao tratamento combinado com PC e radiacdo
gama, apresentaram alteragdes morfologicas nucleares semelhantes aquelas induzidas
pelo tratamento individual com PC ou radiagdo gama: condensacdo da cromatina,

fragmentacao do DNA e formacao de corpos apoptéticos (FIG. 39).

103



Resultados

Sobrevivéncia
(% do controle)

B '

v

|

|

Controle

3Gy 6Gy 9Gy 12Gy
1501

Controle
s@ PC 2ug/mL
£ £ 1004 T T IRR
< M ol ol
= : m PC+IRR
3 O
= O
k]
o o
kS

C
9Gy 12Gy
125-

Controle
® @ 1007 T PC 5ug/mL
[&] g > |RR
@ E :
>6 75| m PC+IRR
q>,> (3]

[e] :

.g S 50|
ne :
254

.

3Gy

|

6Gy

9Gy

|

12Gy

FIGURA 37: Avaliacao do potencial radiossensibilizador da PC em células GH3.
Sobrevivéncia das células GH3 pré-tratadas por 24h com PC A-(1pg/mL) B- (2ug/mL)

C- (5pg/mL). (n=3), (*p<0,01 em relac@o ao tratamento isolado com PC ou IR).
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FIGURA 38: Avaliacao do potencial radiossensibilizador da PC em células RT2.
Sobrevivéncia das células RT2 pré-tratadas por 24h com PC A-(1pug/mL) B- (2nug/mL)

C-(5pug/mL). (n=3), (*p<0,01 em relacdo ao tratamento isolado com PC ou IR).
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FIGURA 39: Apoptose induzida pelo tratamento combinado de PC e radiacao
gama, visualizada através da coloracao com DAPI. Células GH3 (A) e RT2 (B) pré-
tratadas por 24h com PC (3 e 5ug/mL) e submetidas a radiacdo gama (9Gy). Setas
indicam condensacdo da cromatina e asteriscos indicam corpos apoptéticos

(Aumento:100x).
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5.5  Avaliacao da toxicidade aguda produzida pela administracao da dose

antitumoral da PC estabelecida in vitro

A dose antitumoral da PC, estabelecida in vitro, foi calculada, em pg da PC por
mm? de érea tratada, a partir do ICsy do teste MTT, apds 24 horas de tratamento
(3ug/mL) (FIG. 21).

Considerando que cada poco de uma placa de 96 pogos (utilizada para o teste
MTT) comporta um volume de 200uL e possui uma drea de 38,48mm?, a concentracio
3ug/mL, nesta placa, representa uma dose de 0,6pg da PC por pogo, o que equivale a
uma concentracio final de 0,016pg/mm?. Baseado nestes cdlculos, a dose antitumoral
da PC in vitro foi estabelecida como sendo 0,016pg/mm? de massa tumoral.

Depois de calculada, a dose antitumoral da PC, estabelecida in vitro, foi injetada
em camundongos em uma simulacdo de tratamento intratumoral de um tumor de
18mm?. Ap6s 24 horas da injecdo, os animais tiveram seu sangue extraido para
posterior avaliacdo das alteragdes bioquimicas e hematoldgicas induzidas pelo
tratamento. As andlises histopatoldgicas dos 6rgaos (figado, rim, pulmao, coracdo e
cérebro) dos animais tratados também foram feitas.

Os resultados obtidos mostratram que o nimero de células sanguineas dos
animais tratados permaneceu equivalente ao dos animais do grupo controle (FIG. 40).
Além disso, as concentracdes plasmaticas de fosfatase alcalina, albumina, proteinas
totais, uréia e creatina quinase nao foram significativamente alteradas pelo tratamento
com PC (FIG. 41) e nenhuma alteracdo histopatoldgica aparente foi observada nos

orgdo dos animais tratados (FIG. 42).
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FIGURA 40: Analise das alteracoes hematologica induzidas pelo tratamento agudo
com a dose antitumoral da PC, estabelecida in vitro. A- Contagem de hemacias dos
animais controles e tratados com PC. B- Contagem de leucdcitos dos animais controles
e tratados com PC. O niimero de células sanguineas dos animais tratados permaneceu

equivalente ao dos animais do grupo controle (n=3) (p=0,27).
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FIGURA 41: Analise das alteracoes bioquimicas induzidas pelo tratamento agudo
com a dose antitumoral da PC, estabelecida in vitro. As concentracdes plasmaticas de
fosfatase alcalina, albumina, proteinas totais, uréia e creatina quinase nao foram

significativamente alteradas pelo tratamento com PC (n=3) (p=0,37).
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FIGURA 42: Fotomicrografia do figado, pulmao, rim, coracao e cérebro de um
animal representativo do grupo tratado com a dose antitumoral da PC,
estabelecida in vitro (0,016},Lg/mm2 de massa tumoral). Nio foi observada nenhuma
alteracdo morfoldgica aparente nos 6rgido dos animais tratados com PC (Coloragdo H.E

— Foto ao M.O —Aumento -200x ).
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5.6 Avaliacio do papel da Crotoxina e da Crotamina no efeito

antitumoral da PC

A Crotoxina (24kDa) e a Crotamina (4,8kDa) s@o os dois polipeptideos mais
abundantes na peconha de Crotalus durissus terrificus (68 e 17% do peso seco da PC,
respectivamente). Para avaliar o papel desses dois polipeptideos no efeito antitumoral da
PC, testes de citotoxicidade (MTT) e andlise morfolégica celular e do DNA
cromossomal foram feitos em células GH3 e RT?2 tratadas com Crotoxina e Crotamina.

O tratamento de 144h com as concentracdes 5x10*-1x10°ng/mL (2 - 4uM) de
Crotoxina, foi citotoxico para cerca de 14% das células GH3 (p<0,01 em relacdo ao
controle) (FIG. 43-A). Diferente das células GH3, as células RT2 foram resistentes a
concentracdo 2uM de Crotoxina, no entanto, a citotoxicidade promovida pela
concentracdo 4uM pdde ser verificada ja apds 48h de tratamento, onde cerca de 23%
das células RT2 haviam morrido. Apds 144h de tratamento com esta mesma
concentracdo de Crotoxina, o feito citotéxico para as células RT2 ndo foi diferente
daquele observado ap6s 48h de tratamento (FIG. 43-B).

A Crotamina foi mais eficiente na redu¢do da sobrevivéncia das células de
tumores cerebrais do que a Crotoxina. O tratamento de 48h com a concentragao 2uM foi
citotoxico para *12% das células GH3 e +20% das células RT2. O maior efeito
citotoxico da Crotamina foi alcancado pelo tratamento de 144h com a concentragcdo
1x10°ng/mL (20uM) que foi citotxico para +80% das células GH3 e +90% das células
RT2. (FIG. 44). Além de ter sido mais citotoxica para as células de tumores cerebrais, a
Crotamina apresenta maior eficiéncia do ponto de vista terapéutico, uma vez que € cerca
de 26 vezes menos téxica do que a Crotoxina (DLsg in vivo da Crotamina e Crotoxina=
3.4 e 0,13mg/Kg, respectivamente - KARLSSON, 1979 - citado por: MANCIN et al.,
1998; NOVALIS et al., 2006).

O tratamento com Crotamina (50pg/mL) induziu alteragdes morfoldgicas
bastante visiveis nas duas linhagens de células estudadas. As células que ainda estavam
vivas apds 48 horas de tratamento, apresentaram alteragdes na membrana plasmaética e
reduc¢do do volume citoplasmaético, todas caracteristicas indicativas de apoptose. Células
RT2 tratadas com Crotoxina (50pug/mL) também apresentaram protusdes na membrana

plasmatica (FIG. 45).
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Alteragdes morfolégicas no DNA cromossomal (condensacdo da cromatina,
fragmentacdo do DNA e formacdo dos blebs) das células tratadas com Crotoxina e
Crotamina indicam que, assim como a PC, estas proteinas também induziram a morte

apoptotica das células GH3 e RT2 (FIG. 46).
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FIGURA 43: Avaliacao do efeito citétoxico da Crotoxina para as células GH3 e
RT2. Células GH3 e RT2 foram tratadas com diferentes concentracdes de Crotoxina
(1x10°- 1x10°ng/mL ~1-100ug/mL). A citotoxicidade da Crotoxina, ap6s 48 ¢ 144h de
tratamento, foi avaliada através do teste MTT. Sobrevivéncia das células GH3 (A) e
RT2 (B) tratadas com Crotoxina. Apenas as concentracdes mais altas, 5x10°*-
1x10°ng/mL (50 e 100pg/mL), foram citotéxicas para as células GH3 e RT2. (n=3)

(*p<0,01 em relagcdo ao controle).
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FIGURA 44: Avaliacao do efeito citotoxico da Crotamina sobre as células GH3 e

RT2. Células GH3 e RT2 foram tratadas com diferentes concentracdes de Crotamina
(1x10’- 1x10°ng/mL ~1-100pg/mL). A citotoxicidade da Crotamina, apés 48 e 144h de
tratamento, foi avaliada através do teste MTT. Sobrevivéncia das células GH3 (A) e
RT2 (B) tratadas com Crotamina. O maior efeito citotéxico da Crotamina foi alcangado
pelo tratamento de 144h com a concentragdo 1x105ng/mL (20uM) que foi citotéxico
para £80% das células GH3 e £90% das células RT2. (n=3) (* p<0,01 em relacdo ao

controle).
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FIGURA 45: Fotomicrografia das células GH3 e RT2 tratadas com Crotoxina e
Crotamina. Células GH3 (A) e RT2 (B) controles e tratadas com Crotoxina e

Crotamina (50ug/mL) - (M.O —Aumento 400x - Nikon).
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FIGURA 46: Apoptose induzida pela Crotoxina e Crotamina em células GH3 e
RT2, visualizada pela coloraciao com DAPI. Células GH3 (A) e RT2 (B) tratadas com

Crotoxina e Crotamina (50-100ug/mL). Setas indicam condensag¢do da cromatina e

asteriscos indicam corpos apoptéticos (Aumento 100x).
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5.7  Sintese de sonda radioativa da Crotoxina e da Crotamina, utilizando
1351 como radiotracador, para estudos de interacio com células tumorais in vitro e

biodistribuicao em animais com tumor de Ehrlich

5.7.1 Sintese de sonda radioativa da Crotoxina e da Crotamina utilizando

1251 como radiotracador

Com o objetivo de avaliar a interacao dos polipeptideos presentes na PC com as
c€lulas tumorais, sondas radioativas de Crotoxina e Crotamina foram sintetizadas

o C 125
utilizando o radioisétopo

I como radiotracador. Estas sondas foram utilizadas em
estudos de interacdo in vitro e biodistribui¢do em animais com tumor de Ehrlich.

A reagdo de radioiodagdo, ao contrario da tritiacdo, consiste em um processo de
marcacdo ndo isotdpica, onde ocorre a introdu¢do de um elemento “estranho” na
molécula, podendo causar a ruptura da mesma e/ou perda da sua funcdo. Por este
motivo, a sintese da sonda radioativa foi realizada de maneira a permitir a incorporagao
do radiois6topo apenas em concentracdo traco, preservando, assim, a atividade
bioldgica dos polipeptideos radiomarcados. Dessa maneira, foi possivel a obten¢do de
sondas radioativas com altas atividades especificas (TAB. 4) na ordem de compostos
radioativos disponiveis comercialmente.

A preservacdo da atividade biologica das proteinas radiomarcadas foi

confirmada pela interacdo com sinaptossomas cerebrais de rato (Item 5.7.2).

TABELA 4: Sintese de sondas radioativas da Crotoxina e Crotamina utilizando

1251 como radiotracador

Molécula Eficiéncia da Atividade
sintese das sondas especifica
radioativas
'"®I-Crotoxina 90% 163,3Ci/mmol — 6x10"“Bg/mmol
(6,8x10°Ci/ug — 2,5 x10°Bg/pLg)
'B1_Crotamina 97% 616,12Ci/mmol — 2,3x10"*Bg/mmol

(1,27x10™Ci/ug — 4,7x10° Bq/ug)
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5.7.2 Estudo da interacdo, in vitro, da Crotoxina e da Crotamina

radiomarcadas com alvos presentes na membrana das células tumorais

O estudo da interagdo dos polipeptideos radiomarcados com os receptores de
membrana das células de glioblastoma murino foi feito incubando-se as células integras
com 10"°M de ""I-Crtx ou '"I-Crotamina na auséncia (ligacdo total) ou presenca
(ligacao nao especifica) de um excesso dos polipeptideos nao radiomarcados. O estudo
de interacdo também foi feito em sinaptossomas de cérebro de rato (P2) (controle de
células cerebrais nao tumorais) e em células de tumor de Ehrlich (modelo tumoral
animal ja padronizado, feito em colaboracdo com o laboratério de Patologia Comparada
do ICB/UFMG).

Os resultados obtidos mostram que tanto a Crotoxina quanto a Crotamina
apresentaram maior ligacao em sitios especificos das células de glioblastoma do que em
sinaptossomas de cérebro de rato. Além disso, a Crotoxina apresentou maior ligacao
especifica em células tumorais do que a Crotamina: Crtx apresentou +90% ligagdo
especifica em células RT2 e Ehrlich e Crota apresentou +50% ligagdo especifica em

RT2 e +23% ligagao especifica em Ehrlich (FIG. 47).
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FIGURA 47: Estudo da interaciao dos polipeptideos da PC radiomarcados com os
receptores de membrana das células RT2, Ehrlich e P2. A- Ligacdo especifica da
2I_Crotoxina B- Ligacdo especifica da '*I-Crotamina. Tanto a Crotoxina quanto a
Crotamina apresentaram maior ligacdo em sitios especificos das células de glioblastoma
do que em sinaptossomas de cérebro de rato. Além disso, a Crotoxina apresentou maior
ligacdo especifica em células tumorais do que a Crotamina. (n=3) (*p<0,01 em relacdo

ao controle).
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5.8 Sintese de sonda radioativa da PC, utilizando o radioisétopo *™Tc
como radiotracador, para estudos de biodistribuicio em animais com tumor de

Ehrlich

Com o objetivo de avaliar a interacdo da PC com as células tumorais, uma sonda
radioativa da peconha foi sintetizada, utilizando o **™Tc como radiotracador. Esta sonda
foi utilizada em estudos biodistribui¢do em animais com tumor de Ehrlich.

99m

A sintese da sonda radioativa da PC com " Tc foi realizada com sucesso € a

atividade especifica da PC radiomarcada foi bastante satisfatéria (TAB. 5).

TABELA 5: Sintese da sonda radioativa da PC utilizando **™T¢ como

radiotracador
Molécula Eficiéncia da Atividade
sintese da sonda especifica
radioativa
9mre pC 80% 0,8x107°Ci/ug — 2,96x10*Bg/pg

9mTe PC foi feita através da andlise da

A avaliacdo da atividade bioldgica da
sua atividade hemolitica indireta. Os resultados obtidos mostram que PC ndo perdeu sua
atividade bioldgica apds a radiomarcagdo com 99mTe (ICso PC nativa: 30,15+7,3ug/mL
- ICs 99mTe PC: 24,7+#4 9ug/mL) (FIG. 48), confirmando os dados obtidos por

PUJATTI e colaboradores (2005).
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FIGURA 48: Atividade hemolitica indireta de PC nativa e *™Tc-PC. Hemécias
humanas foram incubadas durante 1 hora a 37°C com uma emulsdo de gema de ovo e
uma solucdo de peconha nativa ou marcada com **"Tc¢ (1-150pg/mL). Apés o tempo de
incubagdo, a mistura foi centrifugada e a hemoglobina presente no sobrenadante foi
quantificada espectrofotometricamente a 540nm. PC ndo perdeu sua atividade bioldgica
ap6s a radiomarcacdo com ome (ICsp PC nativa: 30,15+7,3ug/mL - ICsg 9mTe PC:
24,744 9ug/mL) (n=3).
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5.9 Avaliacdo da interacio, in vivo, da Pmre.PC, "I-Crtx e "®I-Crota

com células tumorais — Biodistribuicio em animais com tumor de Ehrlich

A interacio da *™Tc-PC, '"®I-Crtx e '®I-Crota com as células tumorais foi
estudada, in vivo, com o objetivo de avaliar o potencial uso dessas moléculas
radiomarcadas como moldes de radiofarmacos para diagnéstico de tumores. Para isso,
as moléculas radiomarcadas foram administradas i.v. em animais com tumor de Ehrlich
para avaliagdo dos perfis de biodistribuicdo e capacidade de interacdo com o tumor.
99mTC02, 99mTCO4' e Na'”I também foram injetados nos animais, para avaliar a
biodistribui¢do das possiveis impurezas presentes nos radiofarmacos.

A cinética da biodistribui¢do de **™Tc-PC em animais com tumor de Ehrlich estd

representada na TAB. 6 e seguiu o mesmo perfil de biodistribuicdao de PMTe-PC em

animais normais (PUJATTI et al., 2005).

TABELA 6: Cinética da biodistribuicao da #mre-PC (%DI1/g) em animais com

tumor de Ehrlich
Orgﬁo 10min. 30min. 60min. 180min. 1440min.
Sangue 1,19+0,18% 0,7673£0,019% 0,364+0,10% 0,2858+0,09%  0,09+0,12%
Coracao 0,25£0,005%  0,22+0,008% 0,15+0,02% 0,09+0,012% 0,007+0,01%
Pulmoes 6,88+0,32% 5,6£0,34% 5,9242,09% 3,4240,78% 0,77+0,49%
Estomago 0,56+0,44% 0,617£0,04% 1,42+0,83% 0,38+0,038% 0,23+0,008%
Figado 2,65+0,24% 4,0+0,59% 3,35+0,079% 1,78+0,42% 0,69+0,16%
Bago 2,04+0,76% 1,89+0,63% 1,85+0,11% 1,63+0,32% 0,93+0,4%
Rins 20,4+4,34% 35,16£3,99% 34,16+0,87% 22,02+0,98% 9,14+0,29%
Cérebro 0,016£0,005% 0,012+£0,009%  0,0075+0,009% 0,0074+0,003% 0O

Cerebelo 0,037+£0,02%  0,013+£0,005%  0,010+0,005%  0,008+0,004% 0O

9mTe-PC no sangue diminuiu

Os resultados mostraram que a concentracio de
significativamente nos primeiros 60min. apds a injecdo e, apés 24h, apenas uma
quantidade muito pequena foi detectada (0,09+0,02%D1/g) (FIG. 49). A quantidade de
#™Tc-PC no coracgdo, pulmdes e baco seguiu a cinética do sangue sendo reduzida ao
longo do tempo e as concentracdes despreziveis de **"Tc-PC encontradas no cérebro e

cerebelo, indicam que a peconha ndo atravessa a barreira hematoencefédlica. O acumulo
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de *™Tc-PC no figado e rins indica que sdo estes os Orgdos responsdveis por sua
metabolizacdo e eliminagdo. Além disso, a alta concentragdo da peconha que persiste
nos rins por 24h também estd de acordo com o seu potencial nefrotxico.

A concentracdo de *™Tc-PC no tumor aumentou no decorrer do tempo e atingiu
o pico ap6s 30 minutos da injecdo. Nos tempos subseqiientes, a concentracdo da
peconha foi reduzindo de maneira gradativa, seguindo a cinética sanguinea (FIG. 50). A
meia-vida (T;.), na fase rdpida de eliminagdo, da %M e PC no tumor foi +3 vezes maior
do que a Tjp no sangue. Além disso, concentracdo de PmTe PC no tumor foi
significativamente maior do que na pata contralateral, ap6s 10, 30 e 60 minutos da
injecdo da peconha radiomarcada (FIG. 51).

A FIG. 52 representa a andlise comparativa entre a biodistribuicdo de **Tc-PC,
PLCrtx e 'PI-Crota e os possiveis contaminantes presentes nos radiofirmacos
(99mTc02, 99mTCO4' e Na1251), ap6s 30min. da injecdo. Esses resultados mostram que a
biodistribui¢do dos possiveis contaminantes ndo segue o mesmo perfil de
biodistribui¢do das moléculas radiomarcadas e confirmam a boa qualidade dos

radiofarmacos.
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FIGURA 49: Cinética da concentracio da #mre-PC no sangue de animais com
tumor de Ehrlich. A concentragio de **"Tc-PC no sangue diminuiu significativamente
nos primeiros 60min. apds a injecao e, apds 24h, apenas uma quantidade muito pequena

foi detectada (T2 36,1+2,4 minutos)
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FIGURA 50: Cinética da concentracio da #mre.PC no tumor de Ehrlich. A
concentracao de 9mTe-PC no tumor aumentou com o decorrer do tempo e atingiu o pico
ap6s 30 minutos da injecdo de 22x103Bq da peconha radiomarcada. Nos tempos

subseqiientes, a concentracdo da peconha foi reduzindo, seguindo a cinética sanguinea

(T1/2: 108,31£19,5 minutos).
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FIGURA 51: Analise comparativa da concentracio da *™Tc-PC no tumor de

PmTe PC no tumor foi

Ehrlich e na pata sem tumor. A concentracio de
significativamente maior do que na pata sem tumor, apés 30 minutos da injecdo de

22x10°Bq da peconha radiomarcada (*p<0,05; **p=0,07; ***p=0,06).
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FIGURA 52: Comparacao do perfil de biodistribuicdo das moléculas
radiomarcadas e dos possiveis contaminantes presentes nos radiofarmacos
*™Tc0,, *™TcOs e Na'®I). Apés 30minutos da injecio de 20x10°Bq, a
biodistribui¢do dos contaminantes ndo segue o mesmo perfil de biodistribuicdo das
moléculas radiomarcadas e confirmam a pureza dos radiofdirmacos. A- Perfil de

biodistribuicdo da **™Tc-PC, *™TcO, e **"TcO,. B- Perfil de biodistribui¢do da '*’I-

Crtx, '®I-Crota e do Na'*I.
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51 Crix e 'PI-Crota também se ligaram no tumor de Ehrlich, porém em menor
quantidade do que 9mTc-PC (TAB. 7). Apesar de os testes in vitro terem evidenciado
que 'PI-Crtx possui maior ligacdo especifica pelo tumor de Ehrlich do que a '*I-Crota,
essa diferenca nao pdde ser detectada nos testes feitos em animais (p>0,05). Isto ocorreu

provavelmente devido a alta ligacdo dos polipeptideos marcados com as proteinas

presentes no sangue, fato que pode ser evidenciado pela maior concentragdo de 1251
Crtx e '*I-Crota no sangue, em relacdo a PC.
TABELA 7: Biodistribui¢io da *™Tc-PC, '*I-Crtx, '*I-Crota
30 minutos apds a injecao (% DI/g)

Orgio Pmre.PC IBL.Crtx 12].Crota
Sangue 0,7673+0,019% 2,69+0,64% 2,047+0,53%
Coracéo 0,22+0,008% 0,5+£0,08% 0,414+0,13%
Pulmdes 5,6£0,34% 1,08+0,05% 0,68+0,2%
Estomago 0,617+0,04% 4,14+0,28% 1,58+0,67%
Figado 4,0+0,59% 2,66+1,58% 4,05%0,6%
Bago 1,89+0,63% 1,09+0,1% 0,56+0,12%
Rins 35,16+3,99% 10,45+0,25% 0,33+0,33%
Cérebro 0,012+0,009% 0,05+0,023% 0,039+0,004%
Cerebelo 0,013+0,005% 0,065+0,002% 0,048+0,007%
Tiredide 0,305+0,04% 1,424+0,019% 0,59+0,04%
Pata s/ tumor 0,25+0,35% 1,24+0,8% 0,64+0,018%
Tumor 2,24+0,23% 0,74+0,17% 1,26+0,44%

A TAB. 8 apresenta a proporcao entre a quantidade de 9mre PC, "PLCrtx, 'PI-
Crota presente tumor e aquela presente no sangue e 6rgdos adjacentes ao tumor. As
proporg¢des sdo suficientemente altas para evitar a interferéncias na deteccdo do tumor,
indicando que as moléculas radiomarcadas podem ser utilizadas como radiofarmacos

para diagndstico.
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TABELA 8: Proporciio entre a concentracio de *"Tc-PC, '*I-Crtx, '*I-Crota no

tumor e 6rgaos adjacentes

Propor¢io Pnpe.PC BL-Crtx ®I-Crota
Tumor/PN 8,98+0,93 0,6+0,14 1,98+0,7
Tumor/Sangue 2,95+0,31 0,28+0,06 0,62+0,22
Tumor/Musculo 9,35+0,97 6,2+1,4 4,52+1,6
Tumor/Osso 5,91+£0,61 5,7+1,3 2,94+1,03
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6 DISCUSSAO

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Satde (2006), a cada ano o cancer
atinge pelo menos 11 milhdes de pessoas e mata cerca de 7 milhdes, sendo atualmente a
segunda causa de morte por doenca na maioria dos paises, subseqiiente as doencas
cardiovasculares.

Os tumores cerebrais constituem apenas 1-2% dos tumores em adultos, no
entanto, sdo de dificil progndstico e a sobrevida dos pacientes geralmente é muito baixa.
Além disso, os tumores cerebrais representam os tumores sélidos mais comuns em
criangas, sendo responsaveis por 25% das mortes relacionadas ao cancer em menores de
20 anos (PEREZ et al, 1997).

O glioblastoma multiforme (GBM) é a forma mais comum de tumor cerebral
primério maligno em adultos. A sobrevida dos pacientes com glioblastoma € curta,
raramente ultrapassando 1-2 anos na maioria dos casos. Os glioblastomas podem se
infiltrar no tecido cerebral normal o que torna a sua completa remocao uma tarefa
impossivel, necessitando, assim, de outras formas de terapia (BERNSTEIN et al., 2001).

Um outro tipo de tumor cerebral € o adenoma de pituitdria, tumor benigno, que
representa cerca de 7% dos tumores cerebrais primarios (AMERICAN BRAIN TUMOR
ASSOCIATION, 2006). Pacientes com adenoma de pituitdria podem ter hipersecre¢ao
de hormonio do crescimento (GH) e essa hipersecre¢cdo pode induzir o desenvolvimento
da acromegalia (DONANGELO et al., 2004). A cirurgia € bastante utilizada para o
tratamento dessa patologia, no entanto apenas 50% dos pacientes conseguem ter a
atividade hormonal restaurada (ABOSH et al., 1998).

A radioterapia convencional usada para tratamento de tumores cerebrais utiliza
doses terapéuticas totais de 40-50Gy (PICKETT, 2003). Os resultados dos testes in vitro
obtidos neste trabalho mostram que baixas doses terapéuticas de radia¢do ionizante (3-
12Gy) foram suficientes para inviabilizar o crescimento das células de adenoma de
pituitdaria e de glioblastoma. As células de adenoma de pituitdiria (GH3) foram
significativamente mais sensiveis a radiacdo gama do que as células de glioblastoma
(RT2) (ICsp ap6s 48h: GH3 - 4,1+0,4Gy e RT2 - 6,3+0,6Gy) e as poucas células, de
ambas as linhagens, que permaneceram vivas apds tratamento com radiacdo,
principalmente 6 e 12Gy, tiveram sua clonogenicidade inibida, ou seja, perderam a

capacidade proliferativa. Além disso, os resultados obtidos neste trabalho indicam que
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as células GH3 e RT2, apds serem tratadas com radiagdo gama, sdo induzidas a morte
apoptética, confirmando os dados da literatura (WILSON, 2004).

A radioterapia continua sendo um dos principais tratamentos para o cancer, no
entanto, assim como 0s quimioterdpicos convencionais, representa sérios riscos para
tecidos normais. Por este motivo, o desenvolvimento de substiancias com potencial
terapéutico e baixa toxicidade, para serem utilizadas como terapia isolada ou como
adjuvante a radioterapia, torna-se a principal ferramenta na tentativa de aumentar a
sobrevida dos pacientes e garantir a seguranca e eficdcia do tratamento.

Uma droga eficiente no tratamento de tumores deve ser citotoxica e citostatica
(antiproliferativa) para as células tumorais sem, no entanto, causar danos excessivos as
células normais (VORHERR, 1984).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a peconha de Crotalus
durissus terrificus (PC) foi citotéxica e inibiu a capacidade proliferativa de duas
linhagens de tumores cerebrais: o tumor benigno de adenoma de pituitaria (GH3) e o
maligno glioblastoma multiforme (RT2). Além disso, o efeito citotoxico da PC foi
significativamente maior do que o efeito da cisplatina, que € uma droga clinicamente
usada para o tratamento de tumores (PC: ICso= 961,2+110ng/mL para GH3 e
2152,24200ng/mL.  para RT2; Cisplatina: ICso= 5011£500ng/mL para GH3 e
4961+400ng/mL para RT2).

Ap6s identificar os efeitos citotoxico e antiproliferativo da PC para as linhagens
de tumores cerebrais, caracterizamos os mecanismos envolvidos nesta a¢do antitumoral.
Para isso, foram feitos testes para avaliar o tipo de morte induzida pela peconha, a
influéncia dos fatores de crescimento e do célcio extracelular no seu efeito citotoxico e,
posteriormente, foram feitos estudos para identificar componentes da PC responsaveis
pelo seu efeito antitumoral.

Os resultados obtidos indicam que a PC induziu morte apoptética das células de
adenoma de pituitdria e de glioblastoma. Apds serem tratadas com PC, as células GH3 e
RT2 apresentaram alteracdes morfoldgicas, tais como, reducdo do volume
citoplasmdtico, protusdes na membrana plasmatica, condensacdo da cromatina,
fragmentacio do DNA e formacdo de corpos apoptoéticos, todas caracteristicas de
apoptose. A andlise do ciclo celular também demonstrou que o tratamento com PC
provocou um aumento do nimero de células apoptéticas e, além disso, este tratamento
induziu a parada das células RT2 na fase Gy/G; do ciclo celular (aumento de até 44%

em relacdo ao controle). Este fato € indicativo de que as proteinas sensoras (como ATM,
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ATR e DNA-PK) reconheceram os danos provocados por PC e, com o intuito de tentar
repard-los, desencadearam a cascata de sinalizagdo necessdria para promover a parada
do ciclo celular. Esta tentativa de reparo, no entanto, parece ndo ser bem sucedida em
tratamentos prolongados com PC, pois, como demonstrado pelo teste de citotoxicidade,
todas as células RT2 morreram apds 144h de tratamento com PC.

A apoptose de células tumorais induzida por PC também foi recentemente
demonstrada por TAMIETI e colaboradores (2007) em células de carcinoma de ovério
(CHO-K1). Estes autores sugeriram que PC induziu a apoptose, nestas células, por via
mitocondrial através da ativa¢do do promotor de morte associado a Bcl-2 (Bad). Células
CHO-K1 possuem o gene e a proteina p5S3 mutantes e, por este motivo, ndo possuem o
ponto de checagem na fase G; do ciclo celular (HU et al., 1999). Provavelmente, a
ativacdo de Bad, nas células CHO-K1 tratadas com PC, foi mediada pela proteina p53
na fase G; do ciclo. As células de glioblastoma multiforme utilizadas em nossos
experimentos (RT2) possuem p53 selvagem (BROADDUS et al.,, 1999), o que
possibilita o reparo de danos no DNA pela inducdo de parada do ciclo tanto em G; como
em G, (INNOCENTE et al.,, 1999; ATTARDI et al., 2004). Observamos que o
tratamento destas linhagens p53 selvagem com PC induziu danos celulares que ativaram
a parada do ciclo celular na fase G, para reparo dos mesmos. Esta tentativa mal sucedida
de reparar os danos induzidos por PC, resultou na apoptose destas células. Estes dados
sao indicativos de que PC € capaz de induzir a apoptose, tanto na fase G, como na fase
G, do ciclo celular, de tumores expressando diferentes status da proteina supressora
pS3.

Os fatores de crescimento sdo essenciais para a proliferacdo celular. Na auséncia
destes fatores, células em G; saem do ciclo celular e ficam estacionadas em Gy (fase de
quiescéncia), onde o metabolismo celular € reduzido e nao ha crescimento. As células
quiescentes podem voltar ao ciclo desde que haja estimulo de crescimento (ISRAELS et
al., 2000). Os agentes antineoplédsicos podem ser ciclo especificos (ex: antimetabdlitos)
mais eficazes em células que estdo proliferando ativamente, ou ciclo inespecificos (ex:
alquilantes), que possuem eficicia independente da célula estar se dividindo ou em
repouso. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que PC age de maneira ciclo
especifica. Na auséncia de fatores do crescimento (SFB), o efeito citotdéxico da PC foi
cerca de 45% menor (p<0,05). No entanto, a possibilidade de PC atuar na fase Gy ndo
pode ser descartada, ja que apesar de menos potente, PC ainda foi citotéxica para as

células tumorais na auséncia de soro.

131



Discussdo

Além da dependéncia de fatores do crescimento, o efeito citotoxico da PC para
células de glioblastoma também foi dependente de Ca*? extracelular. A importancia do
Ca*™ para a deflagracdo dos sinais da apoptose ja foi descrita (ORRENIUS et al., 2003)
e a presencga de canais de cdlcio nas células de adenoma de pituitdria e de glioblastoma
também ja foi demonstrada, inclusive por nés (GOUVEA DOS SANTOS et al., 2006;
LATOUR et al., 2004). Em trabalho recente (SOARES et al., 2005) nés demonstramos
ainda que o célcio extracelular ndo interfere na apoptose radioinduzida, indicando que
este tipo de morte é dependente apenas do cdlcio intracelular proveniente dos estoques
mitocondriais e reticulares. A partir destes dados € possivel extrapolar que a apoptose
induzida por PC nas células de glioblastoma poderia ocorrer independente de Ca*™
extracelular. Portanto, a reducdo do efeito citotoxico da PC na auséncia de célcio
extracelular ocorreu, provavelmente, devido a ndo ativacdo dos seus componentes
bioativos, cuja atividade ¢é dependente de cdlcio, como as fosfolipases e
metaloproteases.

Os dois principais polipeptideos da PC, Crotoxina e Crotamina, também
induziram a apoptose das células de tumores cerebrais como demonstrado pelas
alteracdes morfologicas e degradacdo do DNA. A Crotamina, que representa cerca de
17% do peso seco total da PC (LAURE, 1975), demonstrou ter maior atividade
citotéxica do que a Crotoxina, que representa 68% da PC (DA SILVA et al., 1981). O
tratamento de 48h com a concentragdo 2uM de Crotamina foi citotéxico para +12% das
células GH3 e +20% das células RT2, enquanto que essa mesma concentracdo de
Crotoxina ndo foi citotéxica para as células RT2 em nenhum dos tempos testados e foi
citotoxica para as células GH3 somente apds 144h de tratamento (+14% de
citotoxicidade).

Além de possuir maior efeito citotoxico para as células tumorais, a Crotamina
apresenta vantagens do ponto de vista terapéutico, uma vez que € cerca de 26 vezes
menos téxica do que a Crotoxina (DLsy in vivo da Crotamina e Crotoxina= 3,4 e
0,13mg/Kg, respectivamente) (KARLSSON, 1979; NOVAIS et al., 2006).

O efeito citotoxico da Crotamina foi acompanhado de reduc¢do do volume
citoplasmatico que € um dos sinais morfoldgicos caracteristicos de apoptose.
BORTNER e colaboradores (2001) demonstraram que para ocorrer a redugdo de
volume celular, € crucial o aumento do influxo de Na* e posterior perda de fons K*, Na*
e CI' intracelulares (BORTNER et al., 1997). Em linf6citos normais a concentragdo

intracelular de fons K é 150mM e, quando estas células entram em apoptose, essa
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concentraciio cai para 35mM. Essa diminuicfio na concentracdo de fons K* é essencial
para a ativacdo de nucleases apoptéticas como as caspases (HUGHES JR. et al., 1997;
CAIN et al., 2001). Saxitoxina, um bloqueador de canal de Na®, previne completamente
o influxo Na® e a apoptose induzida via receptor de morte (BORTNER et al., 2003),
sugerindo que além de ter um papel crucial na ativacdo da reducio de volume celular, o
influxo de Na® também tem um papel na ativacdio da apoptose. MATAVEL e
colaboradores (1998) demonstraram que a Crotamina aumenta as correntes de fons Na*
através da inibicdo da inativagio dos canais de Na®.

A concentragdo 10pug/mL de PC foi citotoxica para praticamente todas as células
GH3 e RT2, ap6s 144h de tratamento. Estima-se que nessa concentracao de PC estejam
contidas +6,8ug/mL de Crtx e +1,7ug/mL de Crota (LAURE, 1975; DA SILVA et al.,
1981). Essas concentracdes de Crtx e Crota, quando utilizadas individualmente, causam
um pequeno efeito citotoxico para as células de tumores cerebrais, sugerindo que apesar
de exercerem papel importante no efeito antitumoral de PC, esses polipeptideos
provavelmente nao atuam sozinhos. As peconhas de serpentes sdo constituidas por uma
mistura de substancias biologicamente ativas (BERCOVICI et al., 1987; RANGEL-
SANTOS et al., 2004) e cada componente bioativo pode exercer sua atividade
isoladamente ou em conjunto com outros componentes. A Crotamina, por exemplo,
pode ativar proteases e fosfolipases A, (MANCIN et al., 1997), indicando que ela é
capaz de intensificar a atividade da Crotoxina e de outras proteases presentes na PC.
Estudos utilizando outros polipeptideos presentes na PC sdo necessarios para identificar
se hd algum componente mais efetivo do que Crtx e Crota na acdo antitumoral da PC.

Além dos tratamentos antineopldsicos tradicionais como a cirurgia,
quimioterapia e radioterapia, uma das estratégias terapéuticas para tumores € a
utilizacdo de radiossensibilizadores, agentes quimicos que aumentam a sensibilidade das
células tumorais a radiagdo, tornando o tratamento radioterdpico mais efetivo
(SALVAIJOLI et al., 1999). Para avaliar se a PC possui efeito radiossensibilizador, ela
foi utilizada como neo-adjuvante a radioterapia (3-12Gy). Os resultados indicaram que
além de ser um efetivo agente antitumoral quando utilizada isoladamente, a PC também
apresenta um importante potencial radiossensibilizador. O tratamento radioterapico
utilizando PC (2-5pug/mL) como neo-adjuvante reduziu significativamente o nimero de
células tumorais se comparado ao tratamento individual com cada terapia (aumentou a

radiosenssibilidade em até 66%), indicando que neste tratamento, doses mais baixas de
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ambas as terapias podem ser utilizadas com a mesma efetividade do tratamento
individual com doses altas de cada terapia, reduzindo assim, os efeitos toxicos para o
paciente.

A identificac@o e caracterizagdo do efeito antitumoral da PC indicou seu forte
potencial terapéutico. No desenvolvimento de novos farmacos e/ou procedimentos
terapéuticos, estudos toxicoldgicos sdo imprescindiveis para se avaliar os possiveis
efeitos adversos. Da mesma forma a determinacdo de parametros farmacocinéticos e da
especificidade de interacdo com o alvo sdo importantes.

Os estudos toxicoldgicos demonstraram que a administracdo da dose antitumoral
da PC, estabelecida in vitro (0,016pg/mm? de massa tumoral) nio provocou efeitos
téxicos agudos: nenhuma alteracdo histopatoldgica e funcional foi observada nos
animais tratados. BRIGATTE (2005) também demonstrou que o tratamento por cinco
dias consecutivos com 18ug de Crotoxina, a principal responsavel pelo efeito téxico da
PC, além de promover a inibicdo do crescimento do tumor de Walker 256
(carcinossarcoma mamadrio) in vivo, ndo provocou alteracdes histopatoldgicas nos
animais analisados. Estes resultados sdo encorajadores, pois demonstram a seguranca do
uso da PC para o tratamento de tumores.

Para os estudos de biodistribuicao e especificidade para células tumorais, sondas
radioativas da PC, Crotoxina e Crotamina foram sintetizadas utilizando os radioisotopos
#mre e T como radiotragadores. As sondas radioativas foram sintetizadas com alta
eficiéncia (80-97%) e atividade especifica bastante satisfatoria (2,96 x 10*a 4,7 x 10°
Bg/pg), na mesma ordem de grandeza de moléculas radiomarcadas comerciais. Apds o
processo de sintese, as moléculas radiomarcadas continuaram biologicamente ativas.

A avaliacdo da capacidade de interacdo da '*I-Crtx e '*I-Crota com as células
de tumores malignos de glioblastoma multiforme e de Ehrlich (carcinoma mamario) foi
feita primeiramente in vitro. Crtx e Crota se ligaram em sitios especificos presentes na
membrana das linhagens de tumores sdlidos testados (RT2 e Ehrlich). Além disso, a
maior ligagdo especifica em células de glioblastoma (Crotoxina: 90% e Crotamina: 50%
de ligacdo especifica) do que células cerebrais normais (Crotoxina: 50% e Crotamina:
20% de ligacdo especifica) torna essas moléculas candidatas atrativas para serem
utilizadas como moldes de quimioterdpicos para tumores cerebrais.

A Crotoxina apresentou maior ligacdo especifica nas células de glioblastoma
multiforme, no entanto, produziu efeito antitumoral menor do que a Crotamina. Este

resultado pode ser indicativo de que: 1) as células de glioblastoma multiforme sao
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deficientes em alguma molécula chave da via apoptética induzida pela Crtx; 2) a
interacdo da Crotoxina com o receptor ndo resulta no estimulo eficaz para a sinaliza¢ao
da apoptose ou 3) os danos promovidos pela Crotoxina sdo detectados e reparados. A
terceira hipdtese parece ser a mais condizente com os nosso resultados, pois um nimero
pequeno, mas significativo, de células apresentaram caracteristicas apoptdticas apds o
tratamento com Crotoxina, mostrando que ela € capaz de induzir a apoptose. As células
resistentes ao tratamento com Crotoxina, provavelmente, conseguiram reparar os danos
causados por este polipeptideo.

Para avaliar a biodistribui¢do e a capacidade de interacdo com tumores in vivo,
99mTC—PC, 1551_Crtx e '*’I-Crota foram administradas (i.v.) em camundongos com tumor
de Ehrlich. O tumor de Ehrlich € bastante utilizado na oncologia experimental, pois,
além de permitir o conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas iniciais das
células tumorais inoculadas, também possui desenvolvimento rdpido o que restringe o
tempo de estudo (DA SILVA et al., 2004). Por este motivo, o modelo animal de tumor
de Ehrlich foi utilizado nos nossos experimentos.

A cinética da biodistribuicdo de *™Tc-PC em animais com tumor de Ehrlich
segue o mesmo perfil de biodistribuicio de **"Tc-PC em animais normais ji
demonstrado por nosso grupo (PUJATTI et al., 2005). Além disso, a biodistribui¢do da
PMTc-PC foi significativamente diferente da biodistribuicdo de *™TcO4 e *™TcO,,
possiveis contaminantes da preparagao, confirmando a boa qualidade da marcagao.

A alta concentracdo inicial (10min.) de **"Tc-PC no sangue e a répida
diminuicdo desses valores nos tempos subseqiientes, indicam a rdpida depuracdo da PC
do sistema circulatorio, € mostram concordincia com os resultados publicados por
HABERMANN e colaboradores (1972) onde mais de 90% da Crotoxina é eliminada em
24h, ap6s ser administrada (i.v.) em camundongos. O actimulo de **™Tc-PC no figado e
rins indica que sdo estes os 0rgdos responsdveis por sua metabolizagdo e eliminagdo e,
além disso, a alta concentracdo da peconha nos rins também estd de acordo com o seu
potencial nefrotéxico. Demonstramos recentemente (PUJATTI et al.,, 2005), a
especificidade da PC para o tecido renal, através de estudos de competig¢do in vivo.

A P™Tc-PC foi capaz de se ligar ao tumor de Ehrlich in vivo. A concentracdo de
9™Tc-PC no tumor aumentou no decorrer do tempo e atingiu o pico apds 30 minutos da
injecdo. Nos tempos subseqiientes, a concentracdo da peconha foi reduzindo, seguindo a
cinética sanguinea. A meia-vida (T;/;) na fase rdpida da M PC no tumor foi +3 vezes

maior do que no sangue (T, no sangue: 36,1+£2.4 minutos; Ty, no tumor: 108,31+19,5
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minutos). Estes resultados mostram que o tempo ideal para utilizar a *™Tc-PC na
deteccao de tumores para o diagndstico por imagem € entre 30-60 minutos apds a
injecao.

251_Crtx e "PI-Crota também se ligaram no tumor de Ehrlich in vivo, porém, em
menor quantidade do que a *’™Tc-PC. Sdo vdrios os fatores que interferem na
biodisponibilidade de drogas, como a capacidade de difundir através dos lipidios, o
estado de ionizagdo da molécula e a ligacdo com proteinas plasmaticas (RANG et al.,
2004). A menor ligacdo dos polipeptideos da PC com o tumor ocorreu, provavelmente,
devido a alta ligacdo com as proteinas presentes no sangue, fato que pode ser
evidenciado pela maior concentracdo de P1Crtx e '*I-Crota no sangue, em relacdo a
PC. Estudos cinéticos devem ser realizados com os polipeptideos marcados para
confirmar essa hipdtese.

Os resultados de biodistribui¢cdo também indicam que PC e seus polipeptideos
ndo atravessam a barreira hematoencefdlica, o que dificultaria o uso dessas moléculas
para o tratamento de tumores cerebrais via intavenosa. Uma alternativa para este
problema é a encapsulacdo dessas moléculas em lipossomas, que por possuirem
natureza lipidica, sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefdlica com a vantagem
de reduzir os efeitos toxicos das moléculas encapsuladas. Estudos prévios ja foram
realizados encapsulando a Crtx em lipossomas (FREITAS et al., 1997). Além disso, a
sintese de quimioterdpicos utilizando os constituintes da PC como molde, permitird a
formulacao de compostos mais lipofilicos, menos toxicos preservando, no entanto, o seu
efeito antitumoral.

Neste trabalho, foi possivel identificar e caracterizar o efeito antitumoral da PC
para tumores cerebrais e demonstrar o seu potencial radiossensibilizador e sua
seguranca para o tratamento local de tumores. Além disso, este trabalho demonstrou,
pela primeira vez, a capacidade de interacdo da PC e seus polipeptideos com um tumor
s6lido in vivo. Todos estes resultados sdo bastante satisfatérios e indicam fortemente o
uso potencial dos componentes da PC como moldes de fairmacos e radiofarmacos para

terapia e diagndstico de tumores sélidos.
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7 CONCLUSOES

A peconha de Crotalus durissus terrificus (PC) possui efeito antitumoral para
células de adenoma de pituitaria e de glioblastoma murinos.

Assim como a radiacdo gama, o efeito antitumoral da peconha de Crotalus
durissus terrificus para as células de tumores cerebrais estudadas ocorre através da
indugdo da apoptose.

Células de adenoma de pituitdria (tumor benigno) sdo mais sensiveis ao efeito
antitumoral da PC do que as células de glioblastoma multiforme (tumor maligno)
Parte do efeito antitumoral da PC € ciclo especifico.

Parte do efeito antitumoral da PC é dependente de cdlcio extracelular.

PC apresenta importante potencial radiossensibilizador para células de adenoma
de pituitdria e glioblastoma multiforme.

A dose antitumoral da PC, estabelecida in vitro, ndo causa efeitos toxicos agudos
para camundongos, quando administrada subcutaneamente.

Crotoxina e Crotamina desempenham papel importante na atividade antitumoral
da PC, porém, nao devem atuar isoladamente.

PmTe como

Sonda radioativa da PC pode ser sintetizada, utilizando o
radiotracador, com alta eficiencia (80%), alta atividade especifica
(2,96x10*Bg/g) e preservando sua atividade bioldgica.

Sondas radioativas da Crotoxina e Crotamina podem ser sintetizadas, utilizando o
1251 como radiotragador, com alta eficiéncia (90-97%), alta atividade especifica
(2,5x10° Bq/ug — 4,7x106Bq/ug) e preservando sua atividade bioldgica.

Crotoxina e Crotamina interagem com sitios especificos presentes nas células de
glioblastoma e tumor de Ehrlich.

PC, Crotoxina e Crotamina ndo atravessam a barreira hematoencefalica nas
condigdes testadas.

PC e seus polipeptideos se ligaram ao tumor de Ehrlich in vivo.

Os resultados indicam o potencial biotecnoldgico da PC como fonte de moléculas

moldes para o desenvolvimento de farmacos e radiofidrmacos para a terapia e/ou

diagndstico do cancer.
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Perspectivas Futuras

PERSPECTIVAS FUTURAS

>

Identificar as moléculas intracelulares envolvidas na apoptose induzida por PC e
seus polipeptideos.

Isolar e caracterizar os sitios especificos de Crota e Crtx presentes nas células
tumorais estudadas

Realizar estudos utilizando outros polipeptideos presentes na PC para identificar se
ha algum componente mais efetivo do que Crtx e Crota na ac@o antitumoral da PC.
Implantar o modelo animal de tumor cerebral para avaliar o efeito antitumoral da PC
€ seus componentes para esse tipo de tumor in vivo.

Realizar estudos cinéticos de biodistribuicdo das sondas radioativas da PC,
Crotoxina e Crotamina em modelos animais de tumores cerebrais.

Desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas com componentes da PC capazes
de atravessar a barreira hematoencefilica.

Avaliar a eficdcia do uso da PC e seus componentes radiomarcados para detectar

foco tumoral através de estudos de imagem in vivo.
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CALCULO ESTATISTICO DO TAMANHO DA AMOSTRA PARA
EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CALLEGARI-JACQUES, 2003)

Calculo do n visando comparar dois grupos independentes:

n para cada amostra = Sa°+Sg°
(WA-uB)*x(toi+vB)?

Onde:
gl=(nA+nB-2).
s’s e s’ sd0 estimativas provisérias das varidncias nas populacdes A e B, respectivamente.

toe e uf sdo valores da tabela t de student.

Considerando o grupo controle 100%.
Quantos animais devem ser usados para que possamos identificar uma diferenca, se houver,
de pelo menos 20% entre o grupo controle e tratado com PC.

Considerar as estimativas das variancias nas populacdes iguais a 10% (desvio padrao = 10).

Entao:

S%4 = S% = (10)°= 100

(LA-uB) =20

o=0,05

Poder = 1-3 = 0,80 entdo = 0,2

Como n ainda ndo estd determinado, o pesquisador nao pode calcular o gl para obter os valores
tabelados de t.
A solucdo € escolher um valor de ny para iniciar os célculos e depois realizar interacdes até que o

valor de n estabilize.
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Comegando com np=3: gl= 8t = £0,05 bilateral: 8 = 2,306 ¢ UB= t 0,20, 8= 0,889

n="5,088

np=5,088: gl= 5,088+ 5,088 - 2 =8,176; ta, = 10,05 bilateral; 8§ = 2,306 e uB= t0.20:8= 0,889

n=5,088

np=5,088: gl= 5,088+ 5,088 -2 =8,176; to. = 10,05 bilateral;8= 2,306 e uB= t0,20;8=0,889

n=5,088

Repetindo os cdlculos, verifica-se que o valor calculado estabiliza em n=5,088 para
cada amostra. Pode-se dizer, entdo, que o nimero de animais necessario para identificar
uma diferenca de pelo menos 20% entre o grupo controle e tratado com PC, com um

nivel de 0,05 de significancia e poder de 80%, é de no minimo 5 animais por grupo.
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Considerando o grupo controle 100%.
Quantos animais devem ser usados para que possamos identificar uma diferenca, se houver,
de pelo menos 30% entre o grupo controle e tratado com PC.

Considerar as estimativas das variancias nas populacdes iguais a 10% (desvio padrao = 10).

Entao:

S%a = S% = (10)>= 100

(LA-UB) = 30

o =0,05

Poder = 1-§ = 0,80 entdo f = 0,2

Como n ainda ndo estd determinado, o pesquisador ndo pode calcular o gl para obter os valores
tabelados de t.

A solucdo € escolher um valor de ny para iniciar os célculos e depois realizar interacdes até que o
valor de n estabilize.

*Comecgando com no=5: gl= 8; taw = 1o 05 pilaterar: 8 = 2,306 € UP=t 0. 5= 0,889

n

2.268

n0=2.268: gI= 2.268+ 2.268 - 2 =2.536; to = t0,05 bilateral; 2.536 = 3.182e UB= t 0,20; 2.536— 0.978

N=
3.846
n0=3,846: g|= 3.846+ 3.846 - 2 = 5,69; ta = to,os bilateral;5,69 = 2,447 e UB= t 0,20;5,6920,906

n

2498

n0=2.498: g|= 2.498 +2.498 - 2 = 2.996; o = ’[0,05 bilateral; 2.996 = 3.182 e UB= 1 0,20; 2.996= 0.978

n

3.846
n0=3,84: g|= 3,84 + 3,84 -2 = 5,68; to = to,os bilateral; 5,68 = 2,447 e UB= 1 0,20; 5,68= 0,906

n

2498
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Repetindo os cdlculos, verifica-se que o valor calculado estabiliza em n=2,498 e 3,846
para cada amostra. Pode-se dizer, entdo, que o nimero de animais necessario para
identificar uma diferenca de pelo menos 30% entre o grupo controle e tratado com PC,

com um nivel de 0,05 de significancia e poder de 80%, € de no minimo 3-4 animais por

grupo.

156



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )
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