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RESUMO

As Proteinas Inibidoras de Ribossomas (RIPs) existem em plantas e fungos,
atuando como forma de protecdo das mesmas contra agentes patogénicos. Estas
danificam irreversivelmente os ribossomas das células inibindo consequentemente a
sintese proteica.

As RIPs h& muito que tém sido investigadas, determinando avancos no
conhecimento do seu mecanismo de acdo e verificando a sua possivel aplicagdo no
ambito bio-médico. Relativamente as aplicagbes bio-médicas, encontramos nas RIPs
actividade antiviral, antifingica, imunolégica e principalmente anti-cancerigena.

Biologicamente, o cancro é definido como uma proliferagéo celular anormal. Acima
de tudo, o cancro € a doenca do século XXI, sendo atualmente uma das principais causas
de morte. E inquestionavel a necessidade de investigar uma area tao importante como
esta, ao nivel do tratamento, deteccéo, prevengcao ou “apenas” da forma a melhorar a
qualidade de vida dos seus portadores.

As RIPs, sendo enzimas que depurinam o RNA ribossomal (rRNA), inibindo a
sintese proteica, potenciam uma esperanca para a sua apllicacdo no cancro, uma vez que

podem inibir a proliferagéo celular através de varios mecanismos.

Palavras Chave: RIPs; Cancro; Efeitos terapéuticos
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ABSTRACT

Ribosome Inactivating Proteins (RIPs) exist in plants and fungi, acting as a way of
protecting them against pathogens. They irreversibly damage the ribosomes, inhibiting the
protein synthesis.

RIPs have long been researched and advances have been made, especially as far
as their mechanism of action works and their potential applications in the bio-medical field
are concerned.

Within these, we find antiviral, antifungal, immunological and mainly anti-cancer
activity.

Biologically, cancer is defined as an abnormal cell proliferation. Most of all, cancer
is the XXI century disease and is currently a leading cause of death. It is, thus, urgent to
investigate such deadly disease on its treatment, detection, and prevention levels or "just"
to find a way to help improve the quality of life in cancer patients.

RIPs, being enzymes that purify ribosomal RNA (rRNA), inhibiting protein
synthesis, increase hope for their use in cancer treatments, since they can inhibit cell

proliferation through several mechanisms.

Keywords: RIPs; Cancer; Therapeutic effects
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ABREVIATURAS, SIGLAS, ACRONIMOS E SIMBOLOS

AA: Aminoacido

AC: Anticorpo

ADP: Difosfato de Adenosina

ATF: Fragmento amino-terminal

ATP: Trifosfato de Adenosina

BFA: Brefeldina A

CADN: ADN complementar

CG: Complexo de Golgi

DNA:Deoxyrribonucleic acid (Acido Desoxi-Ribonucleico)
DOX: Doxorrubicina

EF: Factor de Alongamento

EPI: Epirrubicina

IFN: Interferdo

IM: Imunotoxina

kDa: KiloDalton

LDL: Low Density Lipoproteins (Lipoproteinas de baixa densidade)
MRNA: RNA Mensageiro

OMS: Organizacdo Mundial de Saude

PAP: Enzima Fosfatidato Fosfatase

PARP: Ribose de Polimerase Ativada

PCD: Programmmed Cell Death (programa de morte celular)
RE: Reticulo Endoplasmatico

RF: Factor de Terminacgéo

RIPs: Ribosomes Inhibitory Proteins (Proteinas Inibidoras de Ribossomas)
RNA: Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico)

rRNA: RNA Ribossomal

SOD: Superoxido Dismutase

TCS: Tricossantina

tRNA: RNA de transporte

5-FU: 5-fluoracilo
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INTRODUCAO

A terminologia “cancro” define-se pelo crescimento descontrolado e propagacéo
de células, que pode afetar qualquer parte do corpo, sejam Orgdos ou tecidos (OMS,
2014). Estas células mutadas, frequentemente invadem o tecido circundante e podem
originar metastases. Através da prevencdo, grande numero de cancros podem ser
evitados minimizando os fatores de risco, como por exemplo o consumo de tabaco, o
consumo excessivo de alcool, o alto indice de massa corporal, a inércia.

O cancro é uma das principais causas de morbilidade e mortalidade em todo o
mundo, com aproximadamente 14 milh6es de novos casos em 2012. Estudos revelam
que nas proximas duas décadas, o numero de novos casos podera aumentar cerca de
70%. Afeta toda a populagédo, de forma independentemente do sexo, idade, raca e
estatuto social. (OMS, 2020)

Sendo a segunda causa de morte ao nivel mundial (estando a sua frente apenas
as doencas cardiovasculares), foi responsavel por 9,6 milhdes de 6bitos em 2018, o que
prefaz que cerca de 1 em cada 6 mortes tem o vinculo desta patologia. (OMS, 2020)

Segundo as Ultimas estatisticas, os tipos de cancro com maior taxa de
mortalidade sdo: o cancro do pulméo, com 1761 007 mortes; o cancro colorectal, com
cerca de 880 792 mortes; o cancro do estdmago, com 782 685 6bitos; o cancro hepatico,
com 788 000 mortes referenciadas; e o cancro da mama, com 626 679 o6bitos. (IARC,
2018)

Um diagndstico correto é essencial para um tratamento adequado e eficaz, uma
vez que cada tipo de cancro requer um regime de tratamento especifico que engloba uma
ou mais modalidades. Como tratamentos recorrentes para este tipo de patologia, existem:
a intervencdo cirargica, a radioterapia e a quimioterapia.

Os estudos relativos ao cancro tém acompanhado um aumento significativo
devido a sua emergéncia, por forma a que seja encontrado um tratamento eficaz e com
efeitos adversos minimizados. E neste contexto que entram as Proteinas Inibidoras de
Ribossomas (RIPs), que genericamente sdo enzimas com rRNA depurinado (RNA que
enfrentou uma reacdo quimica, em que a ligacdo B-N-Glicotidica é clivada
hidréliticamente, libertando uma base nucleica de purina — Adenina ou Guanina) e que,
por sua vez inibem a sintese proteica das células cancerigenas. Existem RIPs que sdo
potentes recursos bio-médicos, pois causam lesGes apoptéticas e induzem a necrose das
células, sendo assim importantes meios na luta contra o cancro, como é o caso da Ricina.
(F. Stirpe & Battelli, 2006)

11



BARBARA SOFIA GARRIDO FERREIRA — RIP’s E AS SUAS APLICAGOES NA TERAPIA DO CANCRO

As RIPs tém diferentes aplicacbes bio-médicas. Entre as quais se destacam nao
s6 as atividades de inibicdo de traducao e atividades RNA N-glicosilases, mas também a
atividade anti-mitogénica, imunomoduladora, anti-proliferativa e imunossupressora (na
resposta humoral, que é mediada por anticorpos, e na resposta mediada por células,
levando a que a sua administracdo previna a formacéo de anticorpos e retarde a rejeicao
da transplantacdo). (SPREAFICO et al., 1983; DESCOTES et al., 1985; BENIGNI et al.,
1995) e (MATOS, Djamile; 2008). Para além destas, varios estudos demonstraram
também que as RIPs tém efeitos antifungicos, anti-inflamatorios e anti-alérgicos e ainda
aplicagcdes ao nivel da investigacéo direcionada para a agricultura. (F. Stirpe & Battelli,
2006)

Ao longo da ultima década, as RIPs tém sido amplamente investigadas na terapia
do cancro com resultados muito significativos. Algumas destas, exibem uma elevada
toxicidade em células cancerigenas enquanto nas células normais demonstram baixa
toxicidade. Deste modo atuam impedindo ou inibindo o crescimento tumoral,
principalmente pela via apoéptotica (0 mecanismo especifico das RIPs ainda ndo é
conhecido). (Zeng et al., 2015)

Esta dissertacdo pretende rever os varios estudos das aplicacdes terapéuticas

das RIPs, dando principal énfase as suas atividades anti-cancerigenas.
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CAPITULO |

1.1. Ribossomas, Atividade Enzimatica e Sintese Proteica

Na década de 1950, o bidlogo George Palade identificou nas superficies da
membrana do Reticulo Endoplasmatico, pequenos granulos que constituiam o local de
sintese proteica; em 1958 estes foram designados por Ribossomas.(Roberts, R.B.1958)

Ribossomas sdo estruturas que se encontram localizadas no citoplasma das
células eucariotas e procariotas, em forma livre ou associados ao Complexo de Golgi. Os
ribossomas sao constituidos por duas subunidades: a grande e a pequena, cada uma
contém varios rRNA e proteinas. Enquanto a leitura dos coddes no mRNA decorre na
subunidade pequena, a formacdo das ligacdes peptidicas entre os residuos de
aminoacidos de uma proteina decorre na subunidade grande. A sua principal funcdo é a
sintese de proteinas, processo este que decorre essencialmente na etapa da tradugéo
(RNA, enzimas especificas, ribossomas, etc), contudo outro processo imprescindivel para
a sintese proteica é a transcricdo (ADN) que antecede a mesma. Em suma, o ADN é
transcrito pelo RNA mensageiro (mRNA), posteriormente esta informacdo € traduzida
pelos ribossomas (complexo rRNA-proteinas) e pelo RNA transportador (tRNA) que

transportara os aminoacidos (AA) que irdo dar origem a proteina.

DNA

l Export CYTOPLASM
MRNA Qe AAA

Translation
X 0 \
aa.chain O e Setute e

l Folding

Protein f’ oo,

llustracdo 1 - Esquema da sintese proteica.

http://www.news-medical.net/life-sciences/Regulation-of-Gene-Expression.aspx
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A sintese das proteinas (esquematizado na ilustracdo n°l e n°2), significa
portanto, a traducdo da mensagem genética, inicialmente transcrita num mRNA, para uma
cadeia peptidica. Esta montagem dos aminoacidos (AA) ocorre no citosol e
posteriormente nos ribossomas; estes sdo entregues ao mMRNA (as duas subunidades do
ribossoma associam-se a uma molécula de mRNA) através de diferentes moléculas de
RNA de transferéncia (tRNA). Cada tRNA liga-se a um AA especifico. (Genuth, N.R. &
Barna, M. 2018)

Outros investigadores, (Lullman, Heinz et al. 2016) determinam que a
sintese proteica envolve as seguintes etapas:

- Transcricdo: a informagdo codificada no DNA é copiada para uma
molécula de RNA. A molécula de RNA é enviada para o citoplasma de modo a reunir
todos 0s componentes necessarios para a sintese de proteinas (aminoacidos, RNAs de
transporte, ribossomas, etc).

- Ativacao dos AA: ocorre pela acao de enzimas especificas que se unem
ao tRNA, formando o complexo AA-tRNA, originando ao anticodao (uma sequéncia de 3
bases complementares ao coddo de mRNA). Para que esse processo aconteca, €
necessario a existéncia de energia, que é fornecida pelo ATP (trifosfato de Adenosina).
(Ophardt, Charles. 2003)

- Tradugéo: A mensagem contida no mMRNA é descodificada no ribossoma.
A traducgédo subdivide-se em trés fases. 1) A Iniciacdo que ocorre no citoplasma: o mRNA
interage com a subunidade do ribossoma, desencadeando a abordagem do tRNA que
transporta os AA dispersos no citoplasma até aos ribossomas. O primeiro tRNA liga-se ao
codao de iniciacdo (¢ o mesmo para todas as proteinas); & medida que a estrutura
completa do ribossoma €é formada, outra molécula de tRNA aproxima-se. 2) A Elongacéo:
um segundo tRNA transporta um AA especifico com o0 coddo; este estabelece
uma ligacao peptidica entre o AA recém-chegado e a metionina. O ribossoma avanca trés
bases ao longo do mRNA (movimento do ribossoma e relagdo ao mRNA para descodificar
0 codao seguinte), repetindo-se sempre 0 mesmo processo. Os tRNA que ja se ligaram
inicialmente, vao-se libertando sucessivamente do mRNA. 3) A Terminacdo: O ribossoma
encontra o coddo de finalizacdo (UAA, UAG ou UGA - coddes que nado codificam AA)
terminando assim o alongamento. Quando os factores de terminacdo (proteinas RF)
ligam-se ao ribossoma, provoca uma reacao quimica que faz com que a cadeia peptidica
se dissocie do tRNA e se liberte do ribossoma, consequentemente o ribossoma liberta o
MRNA e as subunidades deste separam-se, podendo ser recicladas e por fim,

a proteina é libertada. (Quintas, Alexandre et. al.; 2008)
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DNA
Transcricao
RNAmM
Tradugdo
M
H
Proteina

llustracdo 2: O processo de sintese proteica: informagéo contida no DNA é transcrita para o mRNA e,

seguidamente, traduzida numa sequéncia de aminoacidos, formando a proteina.

https://www.biologianet.com/biologia-celular/sintese-proteica.htm

3.When mRNA is formed
it has codons.

ribosomal subunits

8.1RNA deparis and will —\/t.

soon pick up another
amino acid.

llustracdo 3: Esquema da sintese Proteica

(Kuchelet et al, 2011. “Schaum’s outline of biochemistry” 3= Edic&o)
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1.2. Proteinas Inibidoras de Ribossomas (RIPs): Classificacdo

Por necessidade, desde os tempos mais remotos, que o Homem foi utilizando
plantas com capacidades curativas para fins medicinais, encontrando por vezes algumas
com constituintes toxicos. Estes constituintes podem ser identificados em plantas, fungos,
algas e bactérias. (Bolognesi et al., 2016)

A histéria das RIPs comecou quando a comunidade cientifica se interessou na
toxicidade do “veneno” das plantas. (Bolognesi et al., 2016). Mais recentemente, foram
descritos RIPs flngicos e bacterianos, tendo sido igualmente encontrada actividade
adenina glicosidase nos tecidos animais. (Stripe, F., 2004)

Paul Ehrlich encontrou e posteriormente utilizou como anticorpos duas potentes
toxinas: a Ricina (sementes de Ricinus communis) e a Abrina (sementes de Abrus
precatorius) atualmente identificadas como RIPs.

Estas sdo compostas por duas cadeias polipeptidicas: uma cadeia enzimatica A
(danifica os ribossomas) e uma cadeia de lectina B (especifica de galactose). (F. Stirpe &
Battelli, 2006)

As RIPs sao portadoras deste mesmo nome justamente por inibirem os
ribossomas catalitica e enzimaticamente, e consequentemente inibirem a sintese proteica.

As RIPs sdo uma familia de enzimas com actividade de N-glicosidase que
provoca a libertagdo de uma adenina especifica da subunidade ribossomica 60S no ciclo
sarcina-ricina, uma sequéncia altamente conservada localizada na grande subunidade
ribossomica no RNA. Esta actividade impede a formacdo de uma configuragéo critica do
ciclo estaminal, a qual se sabe que o factor de alongamento (EF) se liga durante a fase de
translocagéo da tradugéo e, como tal, impede a continuagéo da traducéo. (Reyes, Ana G
et al, 2013)

Para facilitar a definicdo, estas enzimas séo classificadas segundo dois grandes
grupos:

a) RIPs Tipo | sdo enzimas monoméricas que contém apenas uma
Unica cadeia polipeptidica (A), fortemente basica, com atividade enzimética e
massa molecular de aproximada de 30 kDa (Fabrinni et al, 2017). Com um
dominio RNA N-glicosilase, estas RIPs ndo possuem uma cadeia ligante a
glicoconjugados e apresentam baixa citotoxicidade, podendo algumas delas entrar
na célula através do mecanismo de endocitose fase-fluida. (Akkouh et al., 2015)

b)  RIPs Tipo Il sdo enzimas diméricas, constituidas por duas cadeias
polipeptidicas distintas (AB): uma com atividade enzimética aproximadamente de

30 kDa e outra com valores proximos dos 35 kDa. A cadeia A é responsavel pela
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exposicdo da atividade toxica na N-glicosidase; é a porcdao com atividade
enzimatica que permite remover um residuo de adenina de um loop exposto da
sub-unidade 28S do rRNA, inibindo assim a sintese protéica (Olsnes, 2004).
Enquanto a cadeia B é constituida por Lectina, pode ligar-se a glicoproteinas ou
glicoconjugados presentes na superficie celular (Steeves et al., 1999), mediando
o transporte da cadeia A para o citosol (interior da célula), onde tera acesso aos
ribossomas (Akkouh et al., 2015) Exemplos: Abrina, Ricina e Pulchelina. As RIPs
Tipo Il sdo constituidas por proteinas toxicas e ndo toxicas, e apesar das néo
toxicas possuirem menor actividade, estas muitas vezes sdo conjugadas com
outras proteinas de modo a serem utilizadas como target para algumas patologias,
como cancro. (Citores et al. 2002)

Foi descrito ainda um terceiro grupo de RIPs, sendo RIPs tipo Il (Pneumans et
al., 2001), por exemplo a Cucurbitaceae (canfora). (Jack Ho Wong et al, 2019) Estas
proteinas sao sintetizadas como precursores inativos (ProRIPs) que requerem processos
proteoliticos para formar uma RIP ativa, ou seja, sdo constituidas por uma Unica cadeia
com um segmento adicional de uma proteina, segmento este que tera de ser removido
para que a RIP se torne ativa. Este tipo de RIP compreende um dominio terminal-amina
gue se assemelha a uma RIP tipo | ligada a um dominio terminal-carboxil (dominio C
terminal) com uma funcéo ainda desconhecida. (De Virgilio, M. et al. 2010).

As Proteinas Inibidoras de Ribossomas (RIPs) pertencem a uma classe de
moléculas toxicas. Através da produgdo de citoquinas, as RIPs provocam processo
inflamatorio com objetivo destruir as células, devido a uma reagédo enziméatica especifica
(lesbes e necrose). (Pizzo & Di Maro, 2016)

As RIPs sdo enzimas que atuam danificando os ribossomas de uma forma
irreversivel. Atuam através da ligagédo a subunidade 60S ribossémica na qual atuam como
uma N-B-glicosidase do rRNA, levando a clivagem especifica de um ou mais residuos de
adenina na subunidade 28S do rRNA (Pneumans et al., 2001; De Virgilio, 2010). A
clivagem desta ligacdo simples interfere assim com a ligacdo entre os fatores de
alongacao e os ribossomas, promovendo deste modo a inibicdo da sintese de proteinas.
(Zeng et al., 2015)

Geralmente, as RIPs Il sdo altamente toxicos. A elevada toxicidade dos RIPs I
pode, na sua maioria, ser explicada pela componente da cadeia B que, devido as suas
propriedades Lectinicas, permite a ligacdo da superficie celular e a subsequente entrada
da cadeia A na célula, onde exerce a sua actividade sobre os ribossomas. (Reis, Ana et al
2012). As RIP de tipo |, desprovidas de Lectina da cadeia B (que facilita a entrada e

explica a toxicidade extrema das RIP tipo Il), entram no citoplasma através de um
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percurso independente do Complexo de Golgi (CG), tornando assim, a sua absorcao
pelas células mais dificil. Por esta razdo sdo menos téxicos do que os RIPs do tipo I, mas
podem tornar-se altamente tOxicas se forem introduzidos em células por ligacdo a um
transportador apropriado que seja capaz de se ligar as células. Ou seja, a falta da cadeia
de Lectina (B) limita significativamente o acesso das RIPs tipo 1 ao interior das células
determinando consequentemente a baixa de citotoxicidade, e por consequente, as RIPs
tipo Il como conseguem o reconhecimento mediado pela cadeia A das porcbes de
galactose na superficie das células dos mamiferos, o seu grau de toxicidade torna-se

mais elevado. (Zeng et al., 2015)

Formas ativas das

Dominio N-glicosilase RIPs
RIPs Tipo 1 = N = |
T Extensio
Cterminal
bs
l | Cadeiz A |
B [ T = >
RIPs Tipo 2 | e |
Cadeia A Cadeia B
(Dominio IN- (Dominio Lectina)
glicosilase)

llustracéo 4- Classificagdo das RIPs, ambas contém a sequéncia N-terminal de 25 residuos que sera
eliminada durante o processo pds-traducional; adicionalmente o tipo 2 contém uma série de 12 residuos que
se denomina por “linker” (verde) que também &, posteriormente eliminado. A laranja encontra-se a cadeia de
Lectina. Fonte: (NIELSEN, BOSTON, 2001)
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Type 1 il Polypeptide with

enzymic activity

A chain B chain

Carbohydrate
binding domains

Type 2 Polypeptide with

lectin activity

Carbohydrate
7 side chains

| Polypeptide with |
unknown activity |

llustracdo 5 — Esquema da estrutura dos trés tipos de RIPs (Stirpe, 2004)

1.3. RIPs e modo de acéo celular

O primeiro grande passo para a acc¢do das RIPs é a sua ativacdo. Para tal,
muitas destas RIPs sofre varios mecanismos como clivagem de peptideos internos dos
dominios N-glicosidase através de proteases. (De Zaeytijd et al., 2017).

Nas RIPs Il, o primeiro grande processo de ativacao destas, é a clivagem
redutiva da cadeia A.

Varios estudos foram colocando em evidéncia a estreita correlagdo entre as RIPs
citotoxicas e o0 seu transporte intracelular que pode alterar-se entre os diferentes tipos de
células. Estas alteracdes podem depender de trés fatores (Pizzo & Di Maro, 2016):

i) A expressao dos diferentes tipos de moléculas de ligagéo (ligantes) a superficie
das células;

ii) A triagem dos complexos das RIP-ligantes aos diferentes compartimentos
celulares;

iii) A disponibilidade das diferentes vias de transporte da toxina para o

compartimento do citosol.
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Todo este processo, comprovado também pela existéncia das RIPs “nao toxicas”,
identificadas em algumas plantas, como referido anteriormente. (Zeng et al., 2015) Estas
RIPs ndo toxicas sdo bastante importantes para o processo de sobrevivéncia das plantas
(devido as suas reagdes enzimaticas) mas com pouca (ou ainda ndo conhecida)
importancia na utilizac&o terapéutica).

As RIPs penetram na célula através da ligacdo aos receptores de superficie da
membrana celular, depois atravessam a parede celular por um processo de endocitose e
gquando finalmente chegam ao citosol pela via de translocacéo através de compartimentos
endociticos intracelulares. Isto ocorre apds a realizagdo do transporte retrogrado
(movimento de moléculas e organelos para o interior do corpo celular, do Complexo de
Golgi (CG) para o reticulo endoplasmaético (RE)). No RE, as porcdes cataliticas exploram
a via de degradacdo associada ao ER (ERAD) de forma a atingir os seus alvos
citosolicos. A via endocitica € um processo no qual as moléculas sédo absorvidas pela
membrana celular (transporte de substancias extra-celular para intra-celular) envolve a
invaginagéo da superficie da célula que leva a formacéo de vacuolos endossémicos. Este
mecanismo compreende endossomas (iniciais ou tardios) e lisossomas.

A interagdo célula —RIP demonstra caracteristicas comuns, tais como:

a) Apenas algumas toxinas absorvidas pelas células séo
transferidas para o citosol, atingindo o se alvo;

b) A detecdo da inibicdo proteica sO consegue ser detetada
cerca de pelo menos 30 minutos ap6s a ocorréncia;

c) Apenas uma RIP pode ser responsavel pela morte celular.

Um estudo (De Virgilio, M. et al., 2010) colocou em evidéncia que a Gelonina,
gquando conjugada com a Concanavalina A, demonstra maior toxicidade para as células
do que a Gelonina livre. Os movimentos intracelulares de Saporina (RIP produzida pela
Saponarina officinalis) dependem do transporte axonal anterégrado (movimento de
moléculas e organelos proveniente da membrana plasmatica para o interior do corpo
celular) para chegar ao seu alvo. A ligacdo a superficie celular desta RIP é mediada por
membros receptores relacionados com lipidos de baixa densidade (LDL), que mostraram
uma diminui¢cdo (cerca de menos dez vezes) na sensibilidade a Saporina e mediaram a
internalizacdo do fragmento amino-terminal (ATF) - Saporina através de cavidades
revestidas com clatrina.

A Tricossantina (TCS, outra RIP do tipo 1) interage com fosfolipidos da camada
da membrana celular, carregada negativamente, em condicdes acidas, através de

interagBes hidrofébicas. Segundo Fang, E.F. et al., (2011) este microambiente acido da
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membrana celular, altera as cargas em alguns residuos, resultando numa quebra de
pontes salinas e numa repulsdo carga-carga, que deshatura parcialmente TCS para um
"estado globular dissolvido" levando, finalmente, a sua inser¢cdo na membrana.

Conclui-se portanto que o CG ndao € um compartimento intracelular principal
para o transporte de Saporina em comparag¢do com células Vero ou células tratadas com
Brefeldina A (BFA - um antiviral de lactona produzido por Eupenicillium brefeldianum, que
inibe o transporte de proteinas do reticulo endoplasmatico para o aparelho de Golgi de
forma indireta), pois a sua toxicidade ndo é afetada pelo tratamento com BFA ou
cloroquina, indicando que a Saporina segue uma via independente do CG para o citosol e
requer um pH baixo para a translocacédo da membrana (Vago et al., 2005).

Em contrapartida, RIPs de tipo Il, apds atravessarem as membranas da mesma
forma, ligam-se as unidades de galactose e séo transportadas do CG para o RE, sendo o
inverso do transporte vesicular (transporte do RE para o CG). Ja no lumen do RE, as
cadeias A e B séo dissociadas e finalmente a por¢do da cadeia A é transportada para o
citoplasma.

Como as RIPs tipo Il ndo conseguem penetrar diretamente a membrana celular,
ligam-se a varios componentes da superficie celular entrando entdo através de um
processo que se denomina por endocitose. A endocitose mediada por receptores ocorre
através de cavidades revestidas por clatrina (proteina que tem por fungdo aumentar a
eficiéncia da endocitose). Mas antes de qualquer mecanismo, a primeira grande fase de
interagdo célula-RIP consiste na ligagdo da RIP aos locais de receptores da membrana
através de residuos de galactose ligados por ligacbes B-1,4 (ligacOes glicosidicas
presentes em glicoproteinas de mamiferos e glicolipidicos). Outros autores (Giansanti L.
et al 2010) concluiram que a cadeia A e B da Ricina sdo também constituidas por grupos
oligossacarideos (contém o hidrato de carbono denominado por Manose) que sé&o
responsaveis pela absorcéo e toxicidade da toxina em células de figado de ratos. Contudo
Roberts, L.M. et al., (2004) refere que a captacdo da Ricina por estas células é
completamente nula, demonstrando mais tarde que a ligacdo da Lanceolina as células
com moléculas glicolisadas na membrana celular estava relacionada sim com a cadeia B
(Battelli et al., 2010). Concluindo entédo que a galactose inibe a ligacdo das RIPs devido a
interacdo que tem com a Lectina. A Ricina depois de penetrar na célula é entregue aos
endossomas iniciais, onde é reciclada e regressa a superficie celular ou entregue (pelos
endossomas tardios) aos lisossomas e é degradada proteoliticamente. Segundo
Sandving, K. et al (2010), a resisténcia a Ricina é observada quando o transporte do
endossoma para o CG é bloqueado pela diminuicdo de temperatura. Esta liga-se a uma

variedade de moléculas de superficie diferentes e segue varias vias intracelulares, uma
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ou mais das quais permitem que a toxina seja transferida para o citosol (Puri, Kaur,
Perugini, & Gupta, 2012). O transporte anterogrado de Ricina do CG para ER envolve o
movimento através de vesiculas revestidas com proteinas (COP-I) (Bonifacino & Rojas,
2006).

1.4. Estrutura Molecular das RIPs

Como anteriormente referido, as RIPs s&o classificadas em dois grupos
distintos: RIPs Tipo | (cadeia A) e RIPs Tipo Il (cadeia A B). Estas distinguem-se pela
presenca ou auséncia de uma cadeia polipeptidica que contém locus de interagdo com
carbohidratos.— Lectina.

A cadeia B esta diretamente envolvida no processo de adeséo e permeabilizacdo
da célula, enquanto a cadeia A estd intimamente relacionada com a inativacdo dos
ribossomas através de atividade enzimatica.

1.5. Distribuicdo na Natureza

A grande maioria das RIPs podem ser encontradas nas plantas (principalmente
em Angiopermae), sendo as do tipo | observadas nos varios estudos realizados, em
quantidades muito superiores as do tipo Il. (Lam & Ng, 2001; Yao et al. 1998).

Véarios estudos fornecem listas dos diferentes tipos de RIPs encontradas.
Atualmente a listagem de RIPs tipo II que tém surgido estdo relacionadas

proporcionalmente ao nimero de estudos, podendo ser confirmado na tabela n°1.

Toxin Source Toxicity
to Hela cells to mice
IC s * (M) LDs P (ug/kg)
Abrin Abrus precatorius seeds 3.9 x 10-12[20] 2.8 [9]
Ricin Ricinus communis seeds 6x 1073 [21] B [8]
Mistletoe lectin 1 Viscum album leaves 1.7 > 1077 [20] 2.4 [22]
Modeccin Adenia digitata root 2.8 < 10-12[20] 5.3 [23]
Volkensin Adenia volkensii root 33 1013 [24] 1.7 [24]
RIP Adenia goerzii caudex 1 x 1012[25]
Lanceolin Adenia lanceolata caudex 5x 103 [25] 6.8*
Stenodactylin Adenia stenodactvla caudex 3 x 10-13[25] =1.2*
Acralin Aralia elata shoots 1.3 = 1012 4[26]
Riproximin Ximenia americana powder [27] 1.1 > 1012 =

2 Concentration causing 50% inhibition of protein synthesis.
b Dose killing 50%% of the animals within 7 days.

¢ Unpublished results from our laboratory.

9 Dose killing 50% of the cells.

® Personal communication from C. Voss.

Tabela n°l: Listagem atualizada das RIPs Tipo Il (Stirpe, F.; Battelli, M.G. (2016), Ribossome-
inactivating proteins: progress and problems. Cell. Mol. Life Sci.)
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Segundo F.Stirpe e M.G.Battelli (2016), uma das RIPs tipo Il mais conhecida é a
Aralina. Esta foi descoberta nos rebentos de Aralia elata, sendo descrita como comestivel,
uma vez que a RIP é destruida pelas altas temperaturas (cozedura) independentemente
das suas concentracdes também ndo serem nocivas por via oral (0,32mg/100g). Assim
sendo, eventualmente existirdo outras RIPs de tipo Il presentes noutras plantas, que
ainda néo foram encontradas devido ao baixo nivel de toxicidade/ inexisténcia de efeitos.

Foi descoberta outra proteina téxica na planta Ximenia americana, que parece
tratar-se de uma nova RIP. Pelosi, E., Lubelli et al., (2005), refere que foram encontradas
em trés Passifloraceae (Adenia goetzii, Adenia lanceolata e Adenia stenodactyla) outras
RIPs tipo Il altamente téxicas. Contudo a descoberta destas toxinas ndo foi inovadora, ja
gue duas RIPs tipo Il (Modeccina e Volkensina) tinham sido descobertas na Adenia
(Modecca) Digitata e Adenia Volkensii, respectivamente. Deste modo, parece plausivel
afirmar que as RIPs tipo Il sdo singularmente frequentes entre as plantas do género
Adenia, muitas das quais (todas as examinadas) contém lectinas ligadas a galactose .

As RIPs podem estar presentes num ou mais tecidos de uma planta e por vezes
apresentarem mais que uma forma. Podem ser encontrados em sementes, raizes, caules,
folhas, flores, frutos ou até mesmo nas células cultivadas (Stirpe, F. 2004).  Vérios
estudos referem que a Ricina esta presente apenas nas sementes de plantas de Ricinus
enquanto diferentes formas de Saporina foram encontrados em tecidos como folhas,
raizes e sementes da Saponarina officinalis (Ferreras, J. M, et al. 1993)

Frequentemente podem ser encontradas tanto as RIPs de tipo | como as tipo I
na mesma planta, podendo ser produzidas também por caules e células vegetais em
cultura. (F. Stirpe & Battelli, 2006)

Em plantas, a expressdao das RIPs é aumentada durante o processo de
senescéncia (processo de envelhecimento natural das células em que estas deixam de se
dividir e metabolizar) e em varias condi¢cdes desfavoraveis, como o stresse (Rippmann, J.
et al. 1997), as infe¢des virais e contaminagdes por microorganismos

As RIPs também estao presentes em bactérias, apesar de em numero limitado,
como por exemplo E. coli, Shigella disenteria e Streptomyces coelicolor (Reyes, Ana et al,
2012). As toxinas Shiga (produzida pela S. disenteria) e Shiga-like (SLT) (produzida pela
E. coli) s&o as RIPs bacterianas mais bem estudados.

As toxinas Shiga sao RIPs do tipo Il, portanto constituidas por uma cadeia A com
actividade N-glicosidase e uma cadeia B com Lectina, como podemos verificar na
ilustracdo n°6. O fragmento A (32 kDa) é constituido por duas subunidades (Al e A2)
ligadas por um dissulfureto e é responsavel pela inibicdo da sintese de proteinas através

da remogdo de um adenina da subunidade principal do ribossoma. O fragmento B é
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constituido por cinco subunidades idénticas de 7,7 kDa. As suas toxinas sao classificadas
em dois tipos principais, Stx1 e Shiga toxina 2, ambas com estruturas semelhantes mas
com diferentes sequéncias da cadeia A.

Estas toxinas sdo responsaveis por importantes doencas como a anemia
hemolitica microangiopatica, insuficiéncia renal e, em alguns casos, sintomas
neurolégicos (Pneumans, WJ. et al.,, 2010). Para exercer a sua actividade, as toxinas
Shiga ligam-se primeiro com a ajuda do fragmento B ao receptor Gb3 do glicolipideo na
superficie da célula, sendo posteriormente transportados por endocitose e,
subsequentemente, a cadeia A entra no citosol onde exerce a sua actividade enzimética,

conduzindo a inibicdo da biossintese de proteinas e a morte celular. (Felnes, PO et al.,
2000).

llustracdo 6: Representacao da estrutura da RIP Shinga.Reyes, Ana et al, (2012).

1.6. Atividade Enziméatica das RIPs

O tratamento de ribossomas eucariotas com RIPs (como por exemplo com
Analina) demonstra a sensibilizagdo da subunidade 28S do RNA destes mesmos
ribossomas, resultando na quebra de ligacdo N-Glicosidia e na producédo de um fragmento
de RNA com 450 nucleotideos (denominado por “Endo’s Band). (Jack Ho Wong et al.,
2019)

Os primeiros estudos bioquimicos sobre a Ricina (Montanaro, L., et al., 1973),
demonstraram que a toxina inibe a sintese proteica em células e concluiram que os

ribossomas eram o0 seu alvo, uma vez que estes ndo se conseguiam ligar ao fator de
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alongamento (EF-Tu em procariotas e eEF-1la em eucariotas). Mais tarde, (Endo &
Tsurugi, 1988) descobriu-se que a atividade de N-glicosidase da toxina consiste na
clivagem de um unico residuo de adenina (A4324 no rRNA de figado de rato), num ciclo
universalmente conservado no topo de um caule em 28S rRNA, residuo adjacente ao
local de clivagem do rRNA num tetranucleotido GA4324GA (ciclo a-sarcina/ricina). A
pesquisa foi estendida a todas as RIPs, com atividade semelhante e oficialmente
classificadas como r-RNA N-glicosidases.
Ricin target

)

Ad432a
C G T G A G
| | | | | |

---Ribose-Ribose-Ribose-Ribose#Ribose-Ribose:--
T

o-Sarcin target

llustragéo 7: Representagdo esquematica da agdo enzimatica das RIPs no rRNA para o local de ataque da a-

sarcina. Stirpe, F. (2004): Ribosome-inactivating proteins.

As RIPs chegam até aos ribossomas por ligacdo a proteinas ribossémicas, como
€ 0 caso da Saporina a uma proteina ndo identificada de 30 kDa .

Existem diferencas entre as varias RIPs na sua agdo sobre os ribossomas.
Assim, algumas, sdo ativas somente na presenca de ATP e cofatores enzimaticos. Tanto
o ATP como os cofatores atuam sobre os ribossomas e ndo sobre as RIPs. Vérios destes
cofatores foram identificados como tRNAs, diferentes consoante o tipo das RIPs.
Subsequentemente, verificou-se que as RIPs removem a adenina de Varios
polinucleédtidos distintos do rRNA e esta capacidade das RIPs (remover residuos de
adenina de diferentes tipos de substratos) que levou a designacdo de Adenina
polinucleotideo glicosilase (Barbieri, Valbonesi, Gorini, Pession, & Stirpe, 1997).

Através do estudo da enzima Fosfatidato Fostase (PAP) e Ricina, a modalidade
de acdo das RIPs tornou-se compreensivel. Sugerindo que o PAP danifica o ribossoma
num local onde ambos os EF se ligam, inibindo a etapa de alongamento da sintese
proteica.(Reyes, Ana et al, 2012)

Mais recentemente, foi proposto que o dominio terminal C das proteinas do
caule dos ribossomas possa ligar uma cadeia A de Ricina em vez de ligar a eEF-2,
entregando assim a cadeia A da Ricina ao alfa-sarcina-ricina através da sua regiao

flexivel. (Reyes , Ana et al., 2012)
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Para além das actividades de glicosilase das RIPs sobre o RNA, foi também
demonstrada atividade quitinase, atividade fosfatase nos lipidos e atividade fosfatase nos
nucleétidos para cada RIP. (Reyes, Ana et al.,, 2012).

Recentemente, Barbieiri, L. refere que as RIPs removem a adenina da cadeia
ADP-ribose de polimerase ativada (PARP) que esta envolvida no mecanismo de
reparacdo do DNA. Esta alteracdo da PARP ativada pode ter um papel relevante na
inibicdo da reparacdo do DNA por RIPs, o que, eventualmente, sera independente da
inibicdo da sintese protéica. Na totalidade, essas alteracdes podem estar envolvidas na
atividade transformadora das RIPs que também tem sido observada.

Um estudo demonstrou que, tanto a Shiga (Stx-1 ou Stx-2) (bactéria Shigella)
como a Ricina tém causado danos iniciais nas células endoteliais do DNA nuclear;
concomitantemente com (Ricina) ou ap6s a inibicdo da sintese de proteinas (Stx-1/Stx-2)
e bem antes do inicio da apoptose. Estes resultados indicaram a ocorréncia de um dano
direto precoce no DNA, independente da inibicdo da sintese protéica, e sugerindo que
essas toxinas podem entrar no nucleo. (Brigotti et al., 2002)

A atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) das RIPs tem sido bastante
interessante e relevante a comunidade cientifica. A superéxido € uma das principais
espécies reativas de oxigénio na célula e a SOD tem um papel fundamental como
antioxidante. A importancia fisiol6gica da SOD ¢€ ilustrada pelas severas patologias que se
evidenciam em ratos geneticamente modificados para que carecam desta enzima. Os
ratos sem SOD2 morrem depois de poucos dias apds nascerem por stresse oxidativo. Os
ratos sem SOD1 desenvolvem uma grande variedade de patologias, incluindo
hepatocarcinoma. Algumas RIPs do tipo 1 como por exemplo a Camphorina e Porrectina
(C. camphora, C. porrectum), foram analisadas em diferentes estudos, como tendo
atividade de SOD num nivel que evidenciava excluir a possibilidade de contaminacdo. A
SOD purificada também foi referida como tendo atividade de RIP, conduzindo assim a
hipétese de que as duas proteinas (C. camphora, C. porrectum) tinham atividade
enzimatica dupla. (F. Stirpe & Battelli, 2006).

1.7. RIPs e as suas Aplicacdes

As RIPs tém vindo a despertar um grande interesse nas mais diversas areas. Na
area da saude e biotecnologia, todas as RIPs tipo | em que foi testada a sua atividade
antiviral obtiveram resultados positivos, tanto em virus de plantas, como de fungos e

animais (F. Stirpe & Battelli, 2006). Relativamente aos efeitos das RIPs nos virus das
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plantas, o primeiro a ser conhecido, levou a transfec¢cdo (processo de introducéo
intencional de &cidos nucléicos nas células) de plantas com genes das RIPs, com o
objetivo de aumentar a sua resisténcia a infeccbes virais. De facto, verificou-se uma
determinada proteccdo acrescida a alguns virus nas plantas transfectadas, este facto
assenta essencialmente quando se utilizou RIPs de tipo | (Parikh, B.A & Tumer, N.E.
2004).

Em relacdo as RIPs nos virus dos animais sdo estudadas com a mesma ou até
maior exaustividade particularmente ao nivel da enzima Fosfatidato Fostase (PAP) e
Tricossantina, em células infetadas com HIV. A replicacdo do HIV nas células foi inibida
por varias RIPs (Parikh, B.A & Tumer, N.E. 2004), apostando-se em investigacdes de
modo a observar-se se as RIPs pudessem vir a ser utilizados na terapia da SIDA (Shaw,
Lee, & Wong, 2005). Infelizmente, além do obstaculo da resposta imune contra estas
proteinas estranhas, 0s poucos ensaios clinicos feitos com Tricossantina deram
resultados decepcionantes, e as vezes a proteina administrada agravou 0s sintomas
neuroldgicos e causou reacdes alérgicas. (Parikh, B.A & Tumer, N.E. 2004)

As imunotoxinas sdo agentes concebidos para atingir e eliminar células
cancerigenas, sao um anticorpo que esta ligado a fraccdo catalitica de uma toxina
bacteriana funcionam como alvos-tumorais. As toxinas-alvo induzem a apoptose ao atingir
a citosol e a inactivacdo de processos celulares vitais ou modificando a membrana
superficial das células tumorais. (Instituto de Oncologia, 2017)

Foram estudadas varias RIPs, tais como a Ricina, a Saporina e Gelonina, para
utilizacdo antitumoral, conseguindo frequentemente resultados promissores. (Polito, L et
al., 2011). Um estudo analisou as moléculas ligadas a subunidade A da Shiga e
demonstrou que o STx-1 codifica todas as fungBes necessarias para o proprio
encaminhamento de organelos celulares a fim de alcancar e inativar os ribossomas
presentes no citoplasma de células eucaribticas. Este evento conduz posteriormente a
apoptose. (Reyes, Ana et al.,, 2012). Relativamente a subunidade B da RIP Shiga, esta
proteina apresenta uma ligacao exclusiva ao receptor celular glicolipideo Gb3 com um
padrdo de expressdo marcadamente restrito que visa especificamente determinados tipos
de células, como as células que apresentam antigénios (exploragédo para imunoterapia) ou

células tumorais. (Chueng MC et al., 2010)

27



BARBARA SOFIA GARRIDO FERREIRA — RIP’s E AS SUAS APLICAGOES NA TERAPIA DO CANCRO

CAPITULO Il

2.1. O cancro

As células que constituem os animais sao formadas por trés partes: a membrana
celular (externa); o citoplasma (o corpo da célula); e o nucleo (onde se encontram 0s
cromossomas/genes). Toda a informacao genética encontra-se inscrita nos genes, numa
"memdria quimica" - o acido desoxirribonucleico (DNA). Os genes sdo segmentos da
molécula de DNA, responséveis pelas caracteristicas herdadas geneticamente. Cada
gene é composto uma por sequéncia especifica de DNA que codifica uma proteina para
determinada funcéo. E através do DNA que 0s cromossomas passam as informacdes que
visam o funcionamento da célula.

O desenvolvimento das células ocorre de forma normal, ou seja crescem,
envelhecem, morrem e séo substituidas por novas. Este processo de desenvolvimento
celular é que permite que a integridade dos 6rgdos se mantenha. A divisdo normal das
células da-se através da “célula mae”, originando as “células filhas” que irdo partilhar
carateristicas semelhantes — o processo de divisdo das células é conseguido através de
mecanismos de controlo. Quando estes mecanismos ndo estdo a funcionar
adequadamente ddo origem a uma divisdo descontrolada das células, emergindo, deste
modo, uma multiplicacdo répida e aleatoria originando, a posteriori, um tumor (Coronha,
Camilo & Ravasco, 2011).

Uma célula “normal” pode sofrer alteragdes no DNA dos genes, designando-se
por mutacdo genética, passando a receber instrucdes erradas que condicionam a sua
funcionalidade. Estas alteracbes poderdo ocorrer em genes especiais, denominados
proto-oncogenes, que em células “normais” sdo inativos; quando mutados passam a
ativos, transformando-se em oncogenes (responsaveis pela malignidade)

O cancro € definido como uma massa anormal de tecido, cujo crescimento se
encontra desordenado, aumentando de tamanho de forma mais ou menos constante, a
partir de um determinado patamar perde a sua autonomia, dependendo de forma critica
do hospedeiro, para efeitos de nutricdo. (KUMAR et al., 1994).

O cancro é um grupo complexo de doencas de grande laténcia, pois o tempo que
decorre entre a exposicdo ao carcinogéneo e a manifestacdo clinica da doenca pode
exceder os 20 anos. Existem multiplas causas para este tipo de doencgas, como a acgao
dos carcinogéneos quimicos (tais como os produtos da pirélise do tabaco, combustiveis);
fisicos (como as radiacdes); bioldgicos (como agentes infeciosos (virus ou bactérias),

hormonas, inflamacao crénica e stress oxidativo) (Santos, Teixeira; 2011).
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Cancro € um termo genérico, no entanto outros termos séo utilizados para o
designar, tais como tumores malignos e neoplasias, sendo estes definidos de acordo com
o tecido onde se iniciam. Assim, se 0 tumor tem origem nos tecidos epiteliais € designado
como carcinoma, se tem origem no tecido conjuntivo € conhecido por sarcoma. (Santos,
Teixeira, 2011)

Uma das caracteristicas que especificam o cancro consiste na rapida proliferacdo
de células anormais, que crescem além de seus limites habituais, podendo invadir partes
adjacentes dos tecidos e consequentemente difundirem-se para outros 6rgaos, criando

metastases. Estas sdo uma das principais causas de morte para o doente. (OMS, 2020)

2.1.1. Fases da Carcinogénese

A Carcinogénese ou também denominada por oncogénese, € 0 processo no qual
as células saudaveis tornam-se cancerigenas, ou seja é o processo de formacao de um
cancro. Processo que ocorre lentamente pois pode demorar anos a que uma célula
cancerigena prolifere e dé origem ao tumor. Este processo € dividido essencialmente em
quatro fases:

- Iniciacdo: consiste numa mutacdo ou alteracdo genética numa unica
célula (efeito por agentes quimicos, biolégicos ou fisicos), € a ocorréncia de um
acontecimento que modifica o genoma celular. As células encontram-se
geneticamente alteradas, porém ndo é ainda possivel detetar clinicamente o
cancro. Sabe-se que uma Unica alteragdo no DNA néo é suficiente para provocar a
patologia, portanto s8o0 necesséarias varias mutagbes em sequéncia, para o
desenvolvimento de cancro. Por outro lado, apesar destas altera¢cdes ocorrerem o
organismo estad apetrechado com mecanismos de reparacdo, e além disso é
necessario que estas ocorram em locais especificos, como genes supressores de
tumores e protoncogenes. (Rubin, E. et al., 2006).

- Promocdo: ha a inducdo da proliferacéo celular das células iniciadas.
Nesta fase as células alteradas estdo dependentes de um estimulo para proliferar
e estas sao agrupadas em trés grupos tendo em conta o mecanismo através do
qgual induzem o surgimento de neoplasias: a primeira classe sdo 0s genotoxicos
(causam danos diretos ao DNA através da formacdo de aducbes de DNA); os
mitogénicos (ligam-se a recetores nas células e estimulam a divisdo celular
causando uma hiperplasia); e os citotdxicos (induzem dano tecidual levando a

hiperplasia sem causar danos diretos ao DNA).
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- Transformacdo maligna: O acumular destas altera¢cdes acima descritas,

responsaveis pela perda do controlo fisiologico da proliferacdo celular e de
multiplas atividades bioldgicas, leva a transformacgédo maligna (Stevens et al., 2002)

- Progressao (invasao e metastizacao): fase em que o crescimento celular
se torna autbnomo, ou seja independente do carcinogéneo, corresponde ao ponto

final da progresséo (Stevens et al., 2002).

CARCINOGENESIS
INITIATION PROMOTION TRANSFORMATION PROGRESSION
Carcinogen
| Genetic Genetic Genetic ‘
¥ change change change ‘ &
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Cell Malignant

A Malignant
Multiplication Cell
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llustragdo 8 — Etapas da carcinogése.
http://www.cancerjournal.net/articles/2014/10/4/images/JCanResTher 2014 10 4 846 139264 fl.ipg

2.2. Causas de cancro/ Fatores de risco do cancro

Como jé& referido, o cancro surge da transformacdo de células saudaveis em
células tumorais através de um processo de varios estagios que geralmente progride de
uma leséo pré-cancerosa para um tumor maligno. (OMS, 2020)

Na maioria dos casos, ndo se consegue identificar uma causa especifica para
uma pessoa desenvolver cancro e outra ndo. No entanto, com o decorrer das varias
investigacbes foram-se demonstrando que determinados fatores podem estar
relacionados com o aparecimento do mesmo, denominando-se por fatores de risco.
(Nacional Cancer Institute, 2015)

Os fatores de risco sdo muito importantes porque determinam a probabilidade de
desenvolver cancro, contudo ndo € decisivo que uma pessoa exposta a um determinado
fator de risco va, no futuro, obrigatoriamente desenvolver. Este tema é bastante complexo
uma vez que duas pessoas podem estar expostas ao mesmo fator de risco mas apenas
uma desenvolver cancro e a outra ndo. E é aqui que se tem que ter em conta que a carga
genética de cada individuo influencia também o seu desenvolvimento. Os fatores de risco

mais conhecidos e mais comuns sdo: o envelhecimento; o consumo de tabaco, pois
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algumas substancias cancerigenas sdo partes integrantes da prépria planta do tabaco e
outras formam-se aquando da combustdo do tabaco ou durante a transformacéo, cura ou
armazenamento, como o benzeno, o formaldeido e as nitrosaminas especificas do tabaco
(IARC, 2016); a excessiva exposicdo solar; a radiacdo ionizante; o consumo de alcool;
determinados produtos quimicos (amianto, que consiste huma variedade fibrosa de seis
minerais metamorficos de ocorréncia natural, que se inaladas podem depositar-se e
manter-se varios anos em alguns érgaos como os pulmdes (DGS,2020); benzeno); alguns
virus e bactérias; algumas hormonas; praticar uma dieta pobre; sofrer de obesidade;
inércia... Com o passar do tempo varios fatores podem também agir em conjunto e

causar cancro (National Cancer Institute, 2015 & Liga Portuguesa Contra o Cancro, 2020).

2.3. Epidemiologia do cancro

No passado ano 2018 foram registados no mundo 18,1 milhdes de novos casos
de cancro; 9,6 milhdes de mortes e 32,6 milhdes casos de prevaléncia de cinco anos. Dos
novos casos: 8,88 milhdes (52%) no sexo masculino e 8,2 milhdes (48%) no sexo
feminino; cerca de 57% desses novos casos, 65% dos obitos e 48% dos casos
prevalentes de cancro ocorreram nas regides menos desenvolvidas. Quatro em cada dez
casos cancros sao identificados em paises de desenvolvimento humano baixo ou médio
(paises em desenvolvimento). (Cancer Research UK, 2018)

Os quatro tipos de cancro mais comuns em todo o0 mundo sdo: o cancro do
pulmdo, da mama, do colorretal e da préstata. O cancro do pulmdo é o cancro mais
comum no sexo masculino (mais de 1 em cada 10 casos de cancro diagnosticados em
homens)

Estima-se que em 2030 ocorram cerca mais 62% de incidéncia de novos casos
de cancro.

A incidéncia e mortalidade dos diferentes cancros tém flutuacdes que dependem
do tipo de cancro, da regido geogréfica a que se refere, bem como do periodo de tempo
considerado. Estas oscilagfes refletem questdes relativas a prépria biologia do cancro,
mas também, e em grande medida, aos novos métodos de prevencdo, detecdo e
tratamento que tém vindo a ser desenvolvidos. (SILVA, Filipa S. 2013).

A taxa geral de incidéncia de cancro padronizada por idade é quase 25% maior
em individuos do sexo masculino do que do sexo feminino, com taxas de 205 e 165 casos

por 100.000 pessoas-ano, respetivamente.
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Nos individuos de sexo masculino, podemos verificar que a taxa (por 100 000) é
mais elevada na Europa Central e Oriental (173 mortes/ano) e mais baixa na Africa
Ocidental (69 mortes/ano). Em contraste, as taxas mais elevadas em individos do sexo
feminino sdo observadas no leste da Africa (111 mortes/ano), sendo as mais baixas na
América Central (72 mortes/ano).

Como ja referido, dados de 2018, demonstram que 0S cancros com maior taxa de
incidéncia a nivel mundial sdo o cancro do pulmdo, o cancro da mama e 0 cancro
colorrectal. Contudo apesar de mais incidentes, ndo sdo0 necessariamente 0s mais
mortais. Os que tém maior taxa de mortalidade sdo cancro do pulméao, do estdmago e do
figado sdo os responsaveis pelo maior nimero de mortes a nivel mundial. Sobressaem
outros ainda, que afetam p sexo feminino quase em exclusivo: o cancro da mama e o do
colo do utero. (IARC, 2018)

Quanto ao tempo de prevaléncia dos 5 anos podemos enumerar 0 cancro da

mama, seguido do cancro da préstata e por ultimo o colorretal.
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Gréfico 1 - Estimativa da taxa de incidéncia e mortalidade de cancro no mundo (por 100 000) IARC (2018)
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Grafico 2: Taxas estimadas de idade padronizada (mundial), de casos incidentes em ambos o0s sexo em
2012. IARC (2018)
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Grafico 3 - Taxas estimadas de idade padronizada (mundial), de casos mortais em ambos 0s sexo em 2012.
IARC (2018)
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Gréfico 4 - Taxas estimada de mortalidade e incidéncia de idades-padrdo em ambos os sexos, a nivel
mundial no ano 2018. (IARC, 2018)
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Grafico 5 — Numeros estimados de prevaléncia de 5 anos, dos varios cancros em ambos os sexos, em 2012,
IARC (2012)

Quando nos direcionamos para os estudos feitos em Portugal, verifica-se a
inexisténcia de muita informag&o. Contudo os dados mais recentes revelam que existiram
cerca de 27900 mortes em Portugal por doenca oncoldgica (SNS,2016). A incidéncia de
cancro em Portugal tem vindo a aumentar regularmente, entre 2015 e 2016 verificou-se
um aumento de cerca de 3% de casos.

Atualmente, devido aos avancos na ciéncia (rastreios) consegue-se detetar a
patologia numa fase bastante precoce evitando um aumento da mortalidade pela doenca,
mas nédo é possivel travar a sua morbilidade. Se, por um lado, o tempo de sobrevida com
a doenca parece ter aumentado (Carneiro et al., 2011), a exposi¢do aos fatores de risco
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anteriormente referidos, também cresceu. Atendendo ao exposto, comprova-se gue 0s
elevados numeros de incidéncia e reduzidos nimeros de mortalidade traduzem numa

maior sobrevivéncia.
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Gréfico 6 —Evolugdo da taxa de incidéncia de cancro, até 2010 e Portugal (IARC,2018)
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Grafico 7 - Previsdo da evolucdo da incidéncia de cancro em Portugal até 2035 (IARC, 2018)

2.4. Cancro da mama

O cancro da mama é um dos tumores malignos mais frequentes. Tem uma
incidéncia muito mais elevada no sexo feminino e € o tumor mais frequente nas mulheres
portuguesas. E a principal causa de morte neste sexo, nomeadamente entre os 35 e 54
anos. Provoca mais perda de potenciais anos de vida que qualquer outro cancro, porque

ocorre numa populagdo mais jovem do que a maioria dos outros tipos de cancros.
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O cancro da mama surge quando as células que crescem/multiplicam-se de
forma anormal localizam-se no tecido mamario. Quase sempre, as células que
degeneram pertencem a uma de duas estruturas da glandula mamaéria : os l6bulos ou os
ductos mamarios.

A principal funcdo da mama feminina consiste na producdo de leite para
amamentacdo, para que isso aconteca € necessario que ocorram diversas
transformacfes, ja a mama masculina permanece primitiva. S0 estas mesmas
transformacfes que podem expor a mama a episodios que despoletam o cancro (razdo
que torna a mulher mais suscetivel).

A grande maioria dos cancros que afetam a mama desenvolvem-se na glandula
mamaria, mas aqui também o sistema linfatico pode ser decisivo na evolucdo da
patologia. Isto porque, os vasos linfaticos recolhem os liquidos em excesso na mama para
serem entregues ao sistema circulatério, podendo funcionar assim como porta de entrada

para as células malignas para outros 6rgaos.

llustragdo 9 — Anatomia da mama. http://www.humanillnesses.com/original/At-Ca/Breast-Cancer.html

7

O cancro da mama € o cancro mais comum entre o sexo feminino, sendo
também a principal causa de morte por cancro nas mulheres, a nivel mundial.

Dados de 2018 estimam que h& 2,08 milhdes de novos casos/ano, ou seja 25%
de todos os tipos de cancro, corresponderam ao da mama (dados mundiais) e 626 mil
mortes/ano. Estamos perante o cancro mais frequente nas mulheres, tanto nos paises

menos desenvolvidos 883 000 casos) como nos mais desenvolvidos (794 000 casos).
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Grafico 8 - Incidéncia e Mortalidade estimados dos varios tipos de cancro mais frequentes no sexo feminino.
IARC (2018)

E o quinto cancro que mais mata, com cerca de 522 000 mortes em 2012.

Geograficamente existem grandes diferencas relativas a este cancro,
especialmente entre o0s paises desenvolvidos e 0s paises em desenvolvimento. O
aumento do numero de mulheres afetadas é muito mais acentuado nos paises com um
estilo de vida dito ocidental. Diversos paises do Norte e Oeste da Europa (Reino Unido,
Dinamarca, Holanda...) e os EUA, tém taxas de incidéncia superiores a 69 casos/ 100.000
habitantes por ano. Enquanto os paises Asiaticos, demonstram uma incidéncia bastante
inferior — abaixo dos 26 casos/ 100.000 habitantes por ano. (IARC, 2018)

Estima-se que 1 em 8 mulheres e 1 em 870 homens serdo diagnosticados com
cancro da mama durante a sua vida.

De 1989 a 2007 demonstrou-se que as taxas de mortalidade por cancro de
mama diminuiram. E desde 2007 até agora, estas mesmas taxas tém se mantido
constantes em mulheres com menos de 50 anos, mas continuaram a diminuir em
mulheres mais velhas. Acredita-se que essas diminuicbes sejam o resultado da

implementacao de rastreios que permitem a detec&o precoce dos cancros. (ASC, 2017)
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Gréfico 9 - Incidéncia e Mortalidade padronizadas pela idade, para o cancro da mama na mulher, no mundo,
amostragem de 100.000 pessoas. IARC (2012)

Em 2014 s6 no Reino Unido foram relatados cerca de 55.200 novos casos de
cancro de mama, o que se traduz em cerca de 150 casos diagnhosticados todos os dias.
Desde o inicio da década de 1990, as taxas de incidéncia de cancro de mama
aumentaram cerca de um quinto (19%) no Reino Unido, embora isso inclua um aumento
nas mulheres (24%) e uma estabilidade nos homens. (Cancer Research UK, 2015)

Nos Estados Unidos estima-se que em 2017 existiram cerca de 252.710 novos
casos em mulheres e 40.610 mortes por cancro de mama. (ASC, 2017)

Em Portugal a taxa de incidéncia tem vindo a aumentar. Entre 2009 e 2010 foi
detectado um aumento de 4% dos casos de tumores malignos. (DGS, 2015) Enquanto no
ano 2012, foram relatados 5300 novos casos por ano e cerca de 1500 mortes derivadas
ao cancro da mama por ano. (SILVA, Filipa S. 2013). Podemos verificar que o cancro da
mama € o tumor maligno que tem uma maior taxa de incidéncia no nosso pais, tanto no
ano 2010 (estudo sem diferenciacdo de sexos), como no ano 2012 (apenas analisado o
sexo feminino). (DGS, 2015)
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TAXA DE INCIDENCIA DE TUMORES MALIGNOS (100000 HABITANTES)

Taxa bruta Taxa pad. (pop. Eur.)
Prostata 1203 90,5
Mama 62,5 50,2
Colon 476 321
Traqueia, Bronquios e Pulmao 35,8 26,5
Estdmago 278 18,9
Reto 22,7 15,8
Corpo do Utero 17.8 12,4
Bexiga 17,3 11,3
Linfoma nédo Hodgkin 17,1 12,9
Glandula Tiroideia 15,3 13,7
Total 4445 3303

Tabela 2 — Taxa de incidéncia de cancro maligno em Portugal (100.000) no ano 2010. (RORENO, Run; 2010)
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Grafico 10 - Incidéncia de cancros que afetam sexo feminino, em Portugal no ano de 2018

http://www.cancronafamilia.com/pt/cancro-da-mama/conhecer/numeros-geografia/

2.5. Diagnostico do cancro

A taxa de morbilidade e mortalidade associada ao cancro pode diminuir com a
rapida detecdo e tratamento. Quanto mais precoce for o diagnostico, maior sera a
probabilidade do cancro responder de forma eficaz ao tratamento, provocando
conseguentemente uma maior taxa de sobrevivéncia, um menor custo associado aos

tratamentos e menos morbilidade. (IARC, 2018)
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Segundo a OMS, um diagnd@stico precoce assenta em trés passos fulcrais:

1. Consciencializagdo do problema e acesso aos cuidados de
saude;

2. Avaliagéo clinica e diagnostico;

3. Acesso ao tratamento.

Na presenca de um diagnéstico tardio, os doentes passam a ser diagnosticados
em estadios igualmente tardios, quando o tratamento curativo muitas das vezes deixa de
ser uma opgao.

Uma das melhores formas de diagnéstico precoce séo os rastreios. Rastreios
sdo testes cujo objetivo é identificar individuos com anormalidades sugestivas de um
cancro especifico, que ndo tenham desenvolvido nenhum sintoma e encaminha-los
posteriormente para diagnoéstico e tratamento.

Segundo a OMS, um rastreio € uma intervencdo no ambito da saude publica
muito mais complexa em comparac¢ao com o diagndstico precoce. Exemplos de métodos
de rastreio séo: teste de HPV (para o cancro do colo do Utero), citologias de PP (para
cancro cervical) e mamografias (para o cancro da mama).

Para realizacdo de diagnostico recorre-se aos exames imagiolégicos que
permitem visualizar os tecidos mamarios e suas possiveis alteragbes. Exemplos:

Ecografia, Mamografia, Ressonancia Magnética...

llustracdo 10 - Diferengas entre um quisto e um tumor maligno por uma ecografia.

https://www.cancronafamilia.org/pt/cancro-da-mama/detect-diagnose/diagnose/imaging-tests

2.6. Tratamento do cancro

O tratamento do cancro depende sempre de qual é o tipo de cancro, do estadio

da patologia e do doente (estado de saude, idade...). Geralmente o objetivo é eliminar na
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totalidade o cancro, mas em alguns casos consiste apenas em controlar a patologia e a
sintomatologia associada ao mesmo. O plano delineado no inicio pode se ir alterando ao
longo do tempo caso hajam variacoes.

De uma forma generalista, o tratamento assenta em: cirurgia, quimioterapia ou
radioterapia. Adicionalmente tem vindo a utilizar-se cada vez mais células estaminais
indiferenciadas de forma a fortalecer o sistema imunitario do doente para que consiga
aumentar as doses de quimio/radioterapia. A associacdo de farmacos ou até mesmo de
tratamentos depende do cancro.

A radioterapia e a cirurgia sdo terapéuticas locais, ou seja atuam numa area
especifica do organismo. Enquanto a quimioterapia € uma terapéutica sistémica, que
entra na corrente sanguinea, “destruindo” ou controlando o tumor.

Quimioterapia € o tratamento com farmacos que podem ser administrados por
via intravenosa ou por via oral. Estes farmacos, denominados por citotoxicos/citostaticos
percorrem 0 organismo através da corrente sanguinea para atingir as células
cancerigenas na maioria das partes do corpo.

Os farmacos mais utilizados na quimioterapia séo as Antraciclinas (doxorrubicina
- DOX e a epirrubicina - EPI); os Taxanos (paclitaxel - Taxol e docetaxel - Taxotere); o 5-
fluorouracilo (5-FU); as Ciclofosfamidas e a Carboplatina. (INFARMED, 2017). Na maioria
das vezes, sao utilizadas combinacdes de 2 ou 3 destes farmacos. (EMA, 2017)

Devido aos efeitos devastadores da quimioterapia, cada vez existe mais
investigacdo para uma alternativa a este tratamento com 0os mesmos efeitos positivos mas
menor efeitos secundérios. Podendo ser a utilizagdo das RIPs em quimioterapia uma

alternativa promissora.
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CAPITULO IlI

3.1. A apoptose

O termo “morte celular programada” (PCD, programmed cell death) foi descrita
originalmente como uma série de acontecimentos que conduzem & morte da célula
durante o seu desenvolvimento (Sinha Hikim & Swerdloff, 1999). Inicialmente este
fendmeno foi denominado por necrose, contudo em 1972, alterou-se o nome para
apoptose (perda das folhas das arvores em grego). A apoptose € fundamental para a
remocao de células danificadas e potencialmente perigosas para os organismos, de forma
a assegurar a homeostase estrutural e funcional dos tecidos. A apoptose surge em
resposta a estimulos especificos de lesdo celular, externos (privacdo de fatores de
sobrevivéncia, exposicdo a radiacdes e agentes quimicos) e internos (lesdo do DNA e
organelos) (Henriksen, Kulmala, Toppari, Mehrotra, & Parvinen, 1996). O principal papel
da apoptose tem vindo a ser reconhecida na patogénese de diversas doengas humanas,
nomeadamente cancro (Sinha Hikim & Swerdloff, 1999). O processo apoptético progride
em quatro fases distintas: iniciagdo, mediagdo, execugdo (durante a qual ocorrem a
maioria das modificagbes estruturais e bioquimicas) e remocao (restos celulares séo
removidos por fagocitose) (Evan et al, 1998).

A apoptose esta associada a alteracdes morfolégicas e bioquimicas, as quais se
distinguem a nivel citoplasmatico e a nivel nuclear. Ao nivel do citoplasma ha uma
reducdo do volume da célula, e consequente diminuicdo do contato com as células
vizinhas, vacuolizacdo do citoplasma, e formacédo de corpos apoptoéticos. Estes corpos
apoptéticos sao fagocitados por macréfagos e removidos do tecido sem causar uma
resposta inflamatéria. Ao nivel do nicleo observa-se uma fragmentagdo do involucro
nuclear e uma marginalizacdo periférica da cromatina seguida de digestdo
internucleossémica do DNA. Para todas estas alteracdes é fulcral a ativacdo das enzimas
proteoliticas que medeiam a clivagem do DNA em fragmentos oligonucleossémicos.
(Oliveira, Ana Luisa & Ricardo, Garcia; 2007)

Em contraste & morte celular por apoptose, a necrose € um processo passivo
que ndo requer gastos de energia pela célula e ocorre em resposta a uma enorme
variedade de agentes nocivos. A necrose afeta geralmente um grupo de células contiguas
e € caracterizado pelo aumento de volume da célula e seus organelos, resultando na lise

da membrana celular (Leist & J&éattela, 2001) .
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APOPTOSE

Diminuigie do volume da Fagocitose dos corpos
célula e condensacio da Fragmentacio apoptiticos, sem reacgio de
cromatina) infalamcio

Célula vidvel ..
. ‘ — o“ — ...‘

o
- - .

Aumento do volume da Aumento de volume da Lise celular e nuclear com
célula célula de forma irreversivel reacgdo inflamatdria
NECROSE

llustragdo 11 — Diferengas entre 0s processos Apoptose e Necrose.
https://ria.ua.pt/bitstream/10773/715/1/2007001270.pdf

As células apoptoéticas geralmente exibem uma diversidade de modificagcbes
bioquimicas, como a fragmentacdo do DNA e clivagem de proteinas. No primeiro caso, as
células apoptéticas exibem quebras tipicas do DNA em grandes fragmentos de 50 a 300
Kb. Por consequéncia ha clivagem internucleossémica do DNA em oligonucleossomas.
Na clivagem de proteinas a hidrélise de proteinas envolve a ativacéo de varios membros
da familia das cisteinas - proteases - caspases, € uma das caracteristicas especificas da
apoptose. A clivagem por caspases das proteinas do citoesqueleto e da estrutura nuclear

produz as alteracdes estruturais nucleares e citoplasmaticas

3.2.  As RIPs na Oncologia

Apesar do notavel avanco da quimioterapia (Blagosklonny, 2011), uma cura
definitiva para o cancro ainda esta longe de ser encontrada e o efeito da quimioterapia é
limitado uma vez que acarreta inimeros efeitos adversos que debilitam a qualidade de
vida dos doentes. Para superar estas limitacdes dos citostaticos tradicionais, houve a
necessidade de se investigar varios tipos de candidatos a farmacos.

Muitas RIPs de vérias plantas tém vindo a demonstrar grande eficacia no
combate ao cancro, tanto in vitro com in vivo.

Uma vez que a quimioterapia convencional tem efeitos secundarios muito graves,
a procura de tratamentos alternativos € evidente e fulcral para o aumento da qualidade de

vida dos doentes. As possibilidades de tratamento complementar para a terapia de cancro
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estdo a aumentar na procura devido aos efeitos secundarios graves dos citostaticos

padréo utilizados na terapia de primeira linha.

Overview of RIPs with antitumor activity

RIP Source Type of tumor Study model Refs
Type | RIP
a-Luffin Luffa cylindrica Placental choriocarcinoma, hepatoma, breast cancer In vitre [42]
Gelonin Gelonium multifonim Bladder cancer In vitrer [44)
MAP30 Momaordica charantia Brain glicblastoma, breast carcinoma, epidermeid carcinoma, In vitre [10,34,35]
liver hepatoma, myeloma neurcblastoma and prostrate carcinoma
MCP30 M. charantia Prostrate cancer In vitrer [37]
o-MMe M. charantia Lung, colon, liver, breast and epidemal cancer I vitre [38]
Pokeweed Phytolacca amencana T-cell leukemia virus In vitre [346]
Saporin Saponaria offianals Ovarian teratocarcing ma In vive (mouse) [64)
Prostate cancer In vitro [64]
TCS Trichosanthes kirlowii Hepatocellular carcinoma In vitre [48.,65]]
Type Il RIPs
Ebuilin 1 Sambucus bl Cervix epithelioid carcinoma I vitre [21]
Foetidissimin || Cucurbita foetiaissirma Adenocarcinoma and erythroleukemia In vitre [20)
Mistletoe Viscun album Owaran, colorectal, renal and breast cancer In vitrgy in vive (human) [23]
Nigrin b Sambucis nigra Cervix epithelioid carcinoma In vitrer [66]
Riproximin Ximenia americanda Colorectal cancer In vive [rat) [&7)

Tabela 3: Listagem de RIPs com atividade anti-tumoral. (Puri et al., 2012. Ribosome-inactivating proteins:

current status and bio-medical applications)

Em 2006 percebeu-se que a Ricina e outras RIPs do mesmo tipo podem ser mais
prejudiciais as células malignas (do que as células saudaveis) porque tém uma taxa de
sintese de proteinas mais elevada enquanto proliferam ativamente e também porque,
alteradas, podem ser mais sensiveis as toxinas (Voss, Eyol, & Berger, 2006). Neste
estudo concluiu-se que a alegada atividade antitumoral dos extractos de Viscum album é
atribuida a Viscumina (RIP toxico do tipo Il) e que os extractos de Ximenia americana
utilizados em Africa para tratar o cancro contém também uma RIP toxica de tipo Il
chamada Riproximina . Concluindo portanto que estas assim como também outras RIPs
podem ter algum efeito benéfico se utilizadas em oncologia, ndo apenas atuando
diretamente em células cancerigenas, mas também exercendo forte estimulacdo do
sistema imunoldgico e induzindo a producdo de citocinas, como visto em células sob o
efeito de varios RIPs (Yamasaki et al., 2004).

Tem sido demonstrada em diversos estudos a atividade da Tricossantina (RIP —
TCS) contra um enorme repertério de cancros, entre os quais cancro da mama. (Akkouh
et al.,, 2015). A TCS é extraida do tubérculo da erva medicinal chinesa Trichosanthes

kirilowii Maximowicz (Tian Hua Fen), tem sido usada clinicamente como um medicamento

abortivo. Contudo o TCS exibe outros potenciais encorajadores para futuras aplicagbes
clinicas tais como, no virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e efeitos antitumorais,
como acima descrito. O TCS pertence a RIP de tipo 1, que é um polipeptideo de cadeia

dnica que pode inativar ribossomas eucaridticos, clivando a ligacdo N-glicosidica na
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adenina-4324 do 28 S rRNA. Recentemente, verificou-se que o TCS ndo exibe apenas
uma atividade in vitro antitumoral muito alta para células tumorais comuns, este também
atua em células cancerigenas multirresistentes, podendo assim induzir a
imunossupressao nas respostas linfoproliferativas T nao-tdéxicas em humanos, regular
positivamente a expressdo do gene da interleucina (IL)-4 e suprimir o interferdo (IFN)
(proteina produzida pelos leucécitos e fibroblastos para interferir na replicacdo de fungos,
virus, bactérias ou células tumorais e estimular a atividade de defesa de outras células
alterando assim aexpressdo genética) (Chen, Y et al. 2017). Varios estudos
demonstraram que o TCS exerce uma alta toxicidade seletiva para uma ampla gama de
células tumorais in vitro e in vivo (Tabela 4) .Estudos recentes demonstraram que a TCS
pode efetivamente inibir a proliferacao e a viabilidade das células cancerosas, induzindo a
apoptose em diversas linhas de células tumorais e em modelos animais. (Shaw, P.C. et
al, 2005)

System Tumor Type Tested Cell Line Tested Model

MCEF-7, BT-474 and
MDA-MB-231 [60)

Breast cancer Mude mice [60]

Female reproductive

Cervical cancer Hel.a [78] and Caski cells [74] -
Choriocarcinoma JAR [59] and BeWo [80] -
Immune Lymphoma SU-DHL-2 cells [61] -
Colon cancer CT-26 [51] -
Digestive Hepatoma HepA-H cells [81] -
Gastric cancer MCGS03 [82] -
Blood Leukemia HL-60 [83] and K562 [84] -
Nude mouse [85]
Respi Lung cancer AB549 cells [85] and 3LL [86] Lewis rat murine models

espiratory g (6]
Nasopharyngeal cancer CNE1 and CNE2 [87] -
Male reproductive Prostate cancer RM-1 [88] -
Integumentary Melanoma Bla [89] -
Mervous Glioma U87 and U251 [90] -

Tabela 4- Actividade Anti-tumunral da TCS, e estudos in vitro e em modelos animais

Varios estudos concluiram que a TCS pode regular varias vias de sinalizacao
para determinar o destino das células tumorais e induzir apoptose destas células,
incluindo a via de sinalizacdo de apoptose mediada por oOxido nitrico (NO), stresse
oxidativo, via de sinalizagdo cAMP e vias de sinalizacdo de stresse reticulum mitocondrial
e endoplasmético. Outros organelos, como ribossomas, microfilamentos e microtubulares,
também desempenham funcdes na via de apoptose induzida por TCS. (Cai, Y et. al,
2011)

Kang, M et al, em 2013, realizou estudo em ratinhos, onde demonstrou que a

TCS suprime a atividade da telomerase e induz a apoptose celular para inibir o
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crescimento das linhas celulares do carcinoma nasofaringeo, CNE1 e CNE2. A TCS néo
sO afeta diretamente as células tumorais, mas também aumenta a imunidade antitumoral
através da regulacdo da expressdo e modulacdo da interac¢cdo do gene supressor de
tumores TSLC1 e da célula T.

Os mecanismos anticancerigenos desta RIP incluem a inibicdo da proliferacéo,
paragem do ciclo celular e inducdo de apoptose (via extrinseca e intriseca) das células
cancerigenas. Estes mecanismos dependem do tipo de células tumorais que se
apresentam (Sha et al., 2013). A Tricossantina demonstrou ac¢des antiproliferativas e
indutoras da apoptose em ambas as células MDA-MB-231 independentes de estrogénio e
células MCF-7 humanas dependentes de estrogénio e induziu também a paragem do ciclo
celular. A apoptose das células tumorais induzidas por Tricossantina foi provocada pela
ativacdo de ambas as vias caspase-8 e caspase-9 reguladas envolvendo a ativacdo da
caspase-3 e clivagem de PARP melhorada.

Inicialmente, a toxicidade das RIPs para células animais foi atribuida a sua
capacidade de inibir a sintese proteica levando a morte celular por necrose. No entanto,
h& um crescente nimero de evidéncias que indicam que a principal causa de toxicidade
das RIPs nas células é a sua capacidade de induzir apoptose (Das, Sharma, & Mishra,
2012)

Mais tarde testou-se a capacidade da Dioxicina 2 (RIP da Phytolacca dioica L.)
induzir a apoptose (em concentragdes proximas a sua IC50), em células COLO 320 e
HelLa. Ambas apresentaram caracteristicas morfolégicas préprias da apoptose, uma forte
ativacdo dose-dependente de caspases e uma desagregacdo do DNA nuclear em
fragmentos oligonucleossomicos. A estas concentragdes os ribossomas foram inativados,
0 que sugere que a morte celular pode ocorrer por uma combinacdo de necrose e
apoptose. (Iglesias et al., 2016)

Uma abordagem comum como tratamento complementar € a utilizacdo de

extratos aquosos de Viscum album L. (Santalaceace). A atividade terapéutica destes

extratos € atribuida a sua lectina (Viscumina), como ja referido a cima. Varios estudos
para a terapia do cancro da mama, guiaram-se em torno de preparacdes a base de
plantas como o Viscum album L. (Santalaceae). As suas RIPs responsaveis por estes
efeitos terapéuticos sdo as Lectinas (ML-I, ML-1l e ML-III). (Pryme, Bardocz, Pusztai, &
Ewen, 2006). Actualmente, a grande maioria das investigacdes nesta planta incidem
particularmente na lectina ML-I.

O efeito anticancerigeno da ML-I depende das atividades exercidas tanto pela
cadeia A como pela cadeia B. Enquanto os hidratos de carbono que estdo ligados a

cadeia B medeiam a captacao celular da hololectina; a cadeia A citotoxica € responsavel
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por inibir, por catalisacéo da hidrélise da ligacdo N glicosidica na adenina ao ribossoma, o
alongamento da biossintese protéica, levando ao processo de apoptose ou morte celular
por necrose (Bantel, Engels, Voelter, Klaus, & Sebastian, 1999). Acredita-se que o0s
aumentos significativos da apoptose das células cancerigenas observados em 20
pacientes com carcinoma mamario que receberam ML-1 por injecBes subcutaneas esteja
envolvido com este mecanismo (Marvibaigi, Supriyanto, Amini, Abdul Majid, &
Jaganathan, 2014).

Algumas experiéncias recentes, realizadas em culturas de células e modelos
animais sugerem que as atividades citotoxicas e antitumorais desta planta podem ser
mediadas através de diferentes mecanismos, tais como a inducdo de apoptose e/ou
necrose; a inibicdo da progressao do ciclo celular; ou até a ativacdo de sistema imunitario
especifico/ inespecifica. No entanto, os mecanismos celulares e moleculares precisos nao
sdo completamente conhecidos.

Foi realizado um estudo comparativo das propriedades biol6gicas/quimicas entre
a lectina do Viscum album C. (KML-C) e da lectina do Viscum album L. (EML-1). Do qual
se concluiu que a atividade citotoxica de KML-C contra as células cancerigenas era mais
forte do que a EML-1. Foi reportada a inducdo da apoptose caracterizada por alteracdes
morfolégicas de nucleos apoptéticos e fragmentacdo do DNA em células tumorais
incubadas com KML-C, estes resultados mostraram que a adicdo de Zn** (catiéo de zinco)
bloqueia significativamente a inducdo da apoptose, 0 que sugere que a atividade
antitumoral de KML-C resulta de endonucleases dependentes de Ca®** Mg** (catifo de
calcio e magnésio) e consequente da indugéo da apoptose. (Yoon et al., 1999)

Um grupo de cientistas estudou os efeitos de diferentes concentragbes de
Iscador® (extrato de Viscum) em nove linhagens de células humanas cancerigenas
relacionando a inducdo de apoptose e o mecanismo de a¢do. Uma regressao precoce do
ciclo celular seguida da inducéo da apoptose (dependente da dosagem) na linha celular
particular do cancro da mama, foram os resultados obtidos. (Harmsma, Ummelen, Dignef,
Tusenius, & Ramaekers, 2006) Ainda neste estudo é referido que este extrato podera
induzir a apoptose através da ativacdo da caspase 8 e subsequentemente pela perda do
potencial mitocondrial que, por sua vez, liberta o citocromo C no citosol e ativa a caspase
9.

Um estudo, in vitro e in vivo, foi conduzido de forma a investigar a eficacia
terapéutica do GAP31 (proteina da Gelonina) e o MAP30 (proteina da Momordica) em
cancros da mama independentes do estrogénio e altamente metastaticos (células MDA-
MB-231) assim como o efeito destes no gene HER2 (gene especifico do cancro da

mama). In vitro, ambas as proteinas inibiram a proliferagdo das células MDA-MB-231 e
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também a expressdo do HBR2. Enquanto In vivo, testado em ratinhos, verificou-se
aumentos significativos na sobrevivéncia e com cerca de 20-25% dos ratinhos livres do
cancro da mama em 96 dias (GAP31 ou MAP30 a 10 microgramas / por 10 injeccdes).
(Lee-Huang, S. et al. 2000).

3.2.1. Imunotoxinas / Conjugados

Em medicina, as utilizacbes de RIPs de tipo | ndo modificadas sdo bastante
limitadas.

A maioria das investigacOes das RIPs tipo | para usos terapéuticos continua a ser
focada na possibilidade de direciona-las de forma seletiva para células especificas.
Concluindo-se que para tal estas teriam que ser ligadas a moléculas (principalmente
anticorpos monoclonais, mas também lectinas, hormonas, fatores de crescimento), para
formar as denominadas Imunotoxinas ou outros conjugados de ligacéo celular (Fracasso,
G. et al. 2010). As RIPs de tipo Il ndo podem ser utilizadas deste modo, uma vez que as
cadeias B ligam-se praticamente a todos os tipos de células, de qualquer forma. Deste
modo, as cadeias A separadas (das RIPs Il) ou as RIPs de tipo 1 passaram a ser
investigadas estando ligadas a AC ou a outros transportadores. (Fiorenzo Stirpe, 2013)

Portanto, as RIPs conjugadas com Anticorpos (AC) para formar Imunotoxinas
(IM) podem ser utilizados para identificar os marcadores de superficie cancerigenos e
dirigi-las seletivamente para as células alvo.

A maioria dos estudos com 0 objetivo de eliminar células malignas até a data,
obtiveram muito bons resultados, tanto in vitro como in vivo (Fracasso, G. et al., 2010).
Foram também obtidas remiss6es em alguns ensaios clinicos, mas na maioria dos casos
com efeitos secundarios controlaveis de curta duracdo. (Akkouh et al., 2015)

Contudo, as IM sao proteinas que provocam uma resposta imunol6gica, deste
modo deve-se evitar a administragdo continua das mesmas, sendo este o principal
obstaculo ao uso de imunotoxinas. Por exemplo: quatro pessoas do sexo feminino com
cancro da mama metastatico foram tratadas com a imunotoxina 269F9-rRTA. Contudo o
ensaio teve que ser rapidamente suspenso uma vez que as doentes tratados com um
esquema de perfusdo continua desenvolveram toxicidades neuroldgicas significativas.
Também num outro estudo, cinco pacientes do sexo feminino, com cancro da mama
foram tratados com uma imunotoxina em infusdo continua e desenvolveram efeitos
téxicos graves, incluindo sobrecarga de fluido marcante e neuropatias sensério-motoras
debilitantes. (Reviséo de Fracasso, G. et al., 2010)

Pode-se contornar este problema de duas formas diferentes:
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a) Reduzir a imunogenicidade de imunotoxinas, utilizando AC
humanos ou humanizados e RIPs modificadas por Pegilacdo - reacdo covalente
de uma ou mais moléculas de PEG com outra molécula (o PEG liga-se de modo
covalente no aminoterminal da proteina) (Meng, Liu, Li, Meng, & Zhao, 2012). Uma
imunotoxina preparada com uma Bouganina recombinante modificada (RIP de
Bougainvillea spectabilis), provocou uma escassa formacdo de AC quando
administrados a animais (Entwistle, Brown, Chooniedass, Cizeau, & MacDonald,
2012). Foi observada uma resposta imunitaria limitada em doentes que receberam
uma imunotoxina constituida por Gelonina (RIP extraida da planta Gelonium
multiflorum) recombinante isenta de hidratos de carbono (Borthakur et al., 2013)

b)  Administrar imunotoxinas num sector "externo" ao sistema imune:
pacientes com cancer de bexiga foram tratados com irrigacdo intravesical com
imunotoxinas construidas com ricina (Zang et al., 2000); obtiveram-se resultados
comparaveis com os da quimioterapia local.

A Gelonina e a Saporina, sao inibidores extremamente potentes para a sintese
de proteinas das células eucaridticas (Puri et al., 2012). Devido ao seu mecanismo de
acao repetitivo (inativar irreversivelmente os ribossomas eucariéticos através da clivagem
de uma Unica adenina) e a sua especificidade de substrato, sdo descritas como tendo
capacidade de “matar” uma célula tumoral, uma vez que obtém acesso aos ribossomas
de substrato no citosol (Antignani & FitzGerald, 2013). Considerando este potencial, tanto
a Gelonina como a Saporina tornaram-se altamente interessantes e boas candidatas para
a sua utilizacdo em terapia genética toxica. (Min, He, Yang, & Shin, 2016)

A Ricina e Abrina s&o dois tipos de RIPs tipo Il muito potentes (dois exemplos de
lectinas), que tém sido intensivamente estudadas devido ao seu interesse médico isto
porque podem ser conjugadas com AC e utilizadas como terapia do cancro atuando
especificamente nas células cancerigenas. A toxina assim € administrada a uma célula
alvo por ligagdo a um AC ou factor de crescimento que interage especificamente com
essa célula. (Samuelsson, Gunnar; Bohlin, Lars; 2010).

Até agora, as imunotoxinas foram administradas apenas a doentes com cancro
metastizado, com massas tumorais de elevado tamanho, que com esta terapia conseguiu-
se diminuir as mesmas. (F. Stirpe & Battelli, 2006)

As sementes de Saporina S6 (RIP tipo |, extraida da Saponaria officinalis L.) tém
sido amplamente utilizadas nestes casos devido a sua elevada atividade enzimatica,
estabilidade e resisténcia aos processos de conjugacao, resultando na morte das células
alvo de forma bastante eficaz. (Battelli et al., 2010) Os conjugados a base desta toxina

provaram ser eficazes contra linfomas e leucemia, mas os resultados clinicos para o
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tratamento de tumores sélidos tém sido bastante decepcionantes. A razdo principal € que
0s conjugados com AC e outros conjugados entram em tumores sélidos de forma fraca e
desigual.

Assim, muitas estratégias envolvendo a utilizacdo de fragmentos de anticorpos
recombinantes e adjuvantes (por exemplo, saponina) foram investigadas para melhorar a

eficacia antitumoral de conjugados (Polito, Bortolotti, Pedrazzi, & Bolognesi, 2011).
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CONCLUSAO

O cancro é hoje um dos maiores desafios da medicina e a procura de novas
abordagens terapéuticas para o seu tratamento, ndo sé para melhorar a eficacia de
tratamento mas também para melhorar a qualidade de vida dos doentes é uma importante
area cientifica a nivel mundial.

Apesar da evolugdo constante no desenvolvimento de agentes anti-neoplasicos,
a resisténcia a terapéutica convencional representa um dos maiores obstaculos & eficacia
do tratamento do cancro no geral e em particular no cancro da mama. Esta resisténcia
acontece muito por mecanismos genéticos e epigenéticos que induzem bloqueio da
apoptose.(Bozorgiet al., 2015; Dittmer e Leyh, 2015)

A partir desta dissertacdo ficou evidente que a apoptose desempenha um
importante papel na manutencdo e desenvolvimento dos seres vivos eliminando células
cancerigenas. A compreensao dos mecanismos apoptéticos permitiu o desenvolvimento
cientifico em varios aspectos, inclusive o desenvolvimento de novas terapias em geral, e
especificamente na utilizacdo de RIPs, contra o cancro.

Os tratamentos convencionais do cancro - quimioterapia e radioterapia - tém
como estratégia a indugédo da morte das células tumorais, provocando alteragcdes no DNA,
tais como a inibicdo da sua sintese, inibicAo da acdo da topoisomerase, formagédo de
ligagBes cruzadas de DNA. Contudo, como foi referido e demonstrado, nem sempre se
consegue realizar este pressuposto e os efeitos secundarios sdo muitas vezes
avassaladores.

Assim sendo, a utilizagdo das RIPs torna a terapéutica muito mais eficaz e
focalizada para as células cancerigenas, 0 que torna imperativa a necessidade de
continuacéo futura de investigacdo nesta area.

E ainda de salientar a aplicacéo de abordagens de imunoterapia, bem como de
terapia genética, através da utilizacdo de células estaminais modificadas por engenharia
genética que funcionam como veiculo de transporte e libertacdo de genes terapéuticos,
atuando efetivamente no local do tumor primario e das metastases.(Kim et al., 2015;
Nahas et al., 2015)
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