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RESUMO

O adenocarcinoma mamdrio, assim como outras manifestagdes do cancer, € o fenétipo
patologico  desencadeado por processos multifatoriais e desenvolvimento
multiprocessual, decorrente de alteragcdes do controle de proliferacdo e crescimento
celular. Nesse estudo os efeitos do inibidor de proteases black-eyed pea trypsin
chymotrypsin inhibitor (BTCI) foram avaliados na viabilidade e proliferacdo de células
de adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231), in vitro, visando caracterizar o BTCI
como potencial agente anticarcionogénico nesse tipo de cancer, ensaios de viabilidade
celular, avaliacdes de morte celular e ciclo celular por citometria de fluxo, bem como o
estudo da geracdo de espécies moleculares reativas de oxigénio (EROS). A partir da
determinagcdo da Concentracdo Inibitoria (ICsp) de BTCI (267,4 uM em 24 horas) a
interferéncia deste inibidor sobre o ciclo celular da linhagem em questio foi avaliada e
um aumento do nimero de células na fase G2 foi observado, assim como a presenca de
DNA fragmentado. A via de morte das células de adenocarcinoma mamadrio tratadas
com BTCI foi estudada e constatou-se que a média das células que sofreu morte por
apoptose foi de 89,4%, valor significativo, sendo p<0,001. Ademais, o processo de
oxidacdo celular via Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) foi intensificado em 24h de
incubacdo. Os resultados obtidos indicam que o BTCI causa efeitos citostdtico e
citotoxico nas células analisadas, sendo a principal via de morte celular a apoptose,
processo que pode estar associado a oxidacdo celular através de radicais livres de

oxigénio.

PALAVRAS-CHAVE:
Adenocarcinoma Mamdrio; Cancer de Mama; Inibidores de Serinoproteases; MDA-

MB-231; Apoptose.



ABSTRACT

The mammary adenocarcinoma as well as other manifestations of cancer, is the
pathological phenotype triggered by multifactorial processes and multiprocessual
development, due to proliferation and cell growth control changes. In this study the
effects of the black-eyed pea trypsin chymotrypsin protease inhibitor (BTCI) were
evaluated in breast adenocarcinoma cell (MDA-MB-231) proliferation and feasibility in
vitro, in order to characterize the BTCI as a potential anticarcinogenic agent for this
type of cancer cell. Thus viability assays, assessments of cell cycle and cell death by
flow cytometry, as well as study of the generation of reactive oxygen molecular species
(ROS) were performed. Upon determining the inhibitory concentration (ICsp) of BTCI
(267.4 uM in 24 hours) the interference of the inhibitor on cell cycle was evaluated and
an increased number of cells in the G2 phase was observed, as well as presence of
fragmented DNA. The death pathway of mammary adenocarcinoma cells treated with
BTCI was studied and it was found that the average of the cells that entered death
process by apoptosis was 89.4%, significant value p<0.001. Furthermore, cell oxidation
process via Oxigen Reactive Species (ROS) was intensified after 24 hours of
incubation. The results indicate that BTCI has cytostatic and cytotoxic effects on the
analyzed cells. The main pathway of cell death was apoptosis, a process that may be

associated with cellular oxidation by oxygen free radicals.

KEYWORDS:
Mammary Adenocarcinoma; Breast Cancer; Inhibitor of Serine Proteases; MDA-MB-

231; Apoptose.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS E IMPORTANCIA DO ESTUDO PROPOSTO

O cancer € uma doenca ocasionada por células mutantes, nas quais 0S processos
de diferenciacdo e crescimento celular encontram-se alterados. O fenétipo associado a
esses processos € o descontrole na proliferagdo celular devido, parcialmente, a perda da
inibicao por contato célula a célula.

As diversas mutacdes acumuladas na célula levam ao mau funcionamento
celular, com a possibilidade de: imortalizacdo celular; neoangiogénese; auto
estimulagdo da proliferacdo, por meio da expressao de fatores de crescimento autélogos
(HANAHAN, 2000); aumento na expressdo de receptores para hormonios e
mensageiros que ddo inicio a multiplicagdo celular, dentre outros.

Esses e outros fatores trazem mudancas no ciclo celular que ocorrem em virtude
de alteracdes genéticas relacionadas aos genes supressores de tumor, oncogenes ou
proto-oncogenes (WEINBERG, 2007).

Dentre os varios tipos de cancer conhecidos, o mais frequente na populagdo
feminina é a neoplasia maligna de tecido mamadrio. Dentre estes, os adenocarcinomas
invasivos apresentam maior taxa de mortalidade, podendo originar-se de glandulas
ductais ou lobulares (EISENBERG & KOIFMAN, 2000).

Atualmente as técnicas aplicadas para o tratamento deste tipo de cancer sdo
limitadas, portanto o desenvolvimento de agentes terapéuticos adjuvantes com efeitos
colaterais menos severos € que nao reduzam tanto a qualidade de vida dos pacientes é
imperativo.

Os inibidores de serinoproteases, com proposta para prevengdo e tratamento de
diversos tipos de canceres, vém ganhando espaco no meio cientifico (GORCZYCA et
al., 1992; LOPEZ-OTIN & MATRISIAN, 2007), como enfatizado por FURUKAWA et
al. (2013):

"Inibidores de serinoproteases tem efeitos adversos
minimos e apresentam potencial para tornarem-se novas
opg¢des terapéuticas para pacientes de cancer."

Dentre os diversos inibidores de serinoproteases, € destacado nesta dissertagdo o

inibidor de tripsina e quimotripsina denominado BTCI (Black-eyed pea



Trypsin/Chymotrypsin Inhibitor), extraido de Vigna unguiculata e pertencente a familia
dos inibidores Bowman-Birk (BBI). Inibidores dessa familia t€ém sido amplamente
estudados e caracterizados bioquimicamente, visando aplicagdes biotecnoldgicas
(MCBRIDE & LEATHERBARROW, 2001; QI ef al., 2005; LIN et al., 2014).

O BTCI vem sendo estudado ha mais de 40 anos e j4 foi caracterizado em varios
aspectos fisico-quimicos, estruturais e funcionais. Adiante sdo relatados tépicos alusivos
ao BTCI associado ao cancer de mama, especificamente, da linhagem de células MDA-

MB-231. Ambos, objetos de estudo do presente trabalho.

1.2. CARCINOGENESE & CANCER MAMARIO

A habilidade de diversos tipos celulares na morfogénese tecidual é fundamental
para a manutencdo do individuo adulto, bem como para o reparo de danos causados por
fatores diversos (Clemente, 2014). Porém, o desequilibrio e descontrole dessas células
nesse processo podem promover alteracdes fisioldgicas, de origem monoclonal ou
policlonal, capazes de modificar a diferenciacdo e proliferacido celular (WEINBERG,
2007; FURLAN et al., 2003).

A incidéncia de qualquer tipo de neoplasia maligna € decorrente do
desencadeamento multifatorial que pode ocorrer nos mais variados tecidos do
organismo humano (HANAHAN, 2000). Por ter diversas causas, a carcinogénese varia
de acordo com o 6rgdo ou tecido em questdo. Porém, em todos os casos estudados,
ocorre a formacao de tecido com aspecto desorganizado (SCULLY et al., 2000).

Portanto, esta patologia decorre de alteracdes do controle de proliferacao e
crescimento celular, ocasionadas pela acdo de fatores etioldgicos que geram mutacoes
genéticas e, consequentemente, alteracao de fendtipo (OMSz, 2014).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS4, 2014) constatou, em 2014, que 60%
dos novos casos anuais de cancer siao oriundos de paises em desenvolvimento e com um
grande contingente populacional. E da totalidade de casos detectados a cada ano, 30%
poderiam ser evitados com a preven¢ao primdria (OMS?, 2014).

Como o desenvolvimento do cancer ocorre de maneira progressiva
(HANAHAN, 2000), hd um amplo espectro de tecidos que aparecem em estigios
intermedidrios (figura 1), entre aqueles que s@o considerados normais e os altamente
malignos. Quanto mais distintos dos normais, maior serd a sua agressividade e potencial

invasor (WEINBERG, 2007).



Por este motivo, os diversos estdgios da progressao tumoral sdo denominados de
neoplasias, caracterizadas pela fase pré-rompimento da membrana basal. Os estagios de
iniciagdo tumoral sdo classificados como neoplasias benignas ou cancer in situ. As
etapas mais avancadas do desenvolvimento do tumor, caracterizadas pelo rompimento
da membrana basal e invasdo do tecido adjacente, sdo denominadas neoplasias malignas

ou canceres invasivos.

Estagio IV
Células com 2
mutacao
genética

Estagio 11
Estagio Il

Estagio |

Iniciagado Promogao Progressao

Figura 1: Estadiamento do Cancer: Estddio O = carcinoma in sifu, iniciado com uma displasia; Estddio I
= tumor local (até 2 cm), sem comprometimento linfatico; Estadio II = tumor em mais de um tecido (entre
2 e 5 cm); Estddio Il = tumor em mais de um tecido (mais de 5 cm), com comprometimento linfatico;
Estddio IV = nmetdstase, acometimento de regides secunddrias. Imagem obtida em:
<http://www.sbmastologia.com.br/index/index.php/estagios-do-cancer>.

Dentre os numerosos tipos de canceres estudados e caracterizados destacam-se
aqueles de alta invasibilidade, os metastiticos. Neoplasias com tais caracteristicas
vinculam-se a progndsticos negativos devido ao estabelecimento e desenvolvimento de
focos tumorais secundarios em outra(s) regido(des) do corpo, distinta(s) daquela(s) que
os originou (FEREIDUNIAN, 2014).

A incidéncia de cancer e a agressividade dele em humanos é dependente de
diversos fatores, tais como predisposicdes/herancas genéticas, fatores de risco
ambiental, estilo de vida e exposicdo ocupacional, dentre outros (WEINBERG, 2007;
OMS', 2006). Mundialmente, o cincer é uma das principais causas de morte, chegando
a 8,2 milhdes de mortos em 2012, das quais 521 mil vitimas foram contabilizadas com
cancer de mama.

A capacidade de células especializadas reverterem-se a estdgios de células
indiferenciadas (desdiferenciacdo) é ativada em células neopldsicas. Esse processo

possibilita a formacdo tumoral em qualquer tipo de tecido, mesmo os especializados,



dentre os quais merecem destaque as células epiteliais. Tais tipos celulares geram os
tipos de cancer mais frequentes (80%) da humanidade.

As células secretoras do epitélio podem originar adenocarcinomas, sendo que
tanto estes quanto os carcinomas podem ser provenientes de células de qualquer uma
das trés camadas do embrido primitivo (WEINBERG, 2007). Sendo que o cancer de
mama ¢é o segundo tipo de cancer mais frequente € 0 mais comum entre as mulheres
(ROCK, 2013; INCA, 2010; OMS?, 2009). No Brasil a estimativa (ver figura 2) desse
tipo de cancer para 2014 é de 57.120 novos casos (INCA).

Figura 2:™Total de Mortes por Céncer de

57,66%

Mama em Homens e Mulheres na faixa etaria
de 20 a 99+, no periodo de 1979 a 2012 nas
cinco regides do Brasil. Imagem modificada a
partir de: INCA, 2014 <https://mortalidade.
inca.gov.br/Mortalidade Web/>.

O cancer de mama era considerado como neoplasia de paises desenvolvidos,
entretanto, atualmente, a incidéncia dessa doenca nos paises em desenvolvimento vem
aumentando, provavelmente pelo aumento da tecnologia médico-hospitalar que
possibilita a deteccdo de patologias que anteriormente ndo eram constatadas nem
registradas. Contudo, ainda hd uma correlacdo entre o IDH (indice de desenvolvimento

humano) e a incidéncia deste tipo de cancer, pois, segundo o INCA (2013):

"O cancer de mama estd relacionado ao processo de urbanizacdo da
sociedade, evidenciando-se um maior risco de adoecimento entre
mulheres com elevado status socioecondmico. Ele é mais comum nas
mulheres que vivem nas grandes cidades do que naquelas que vivem em
areas rurais."

Ja foi verificado que fatores associados ao estilo de vida, tais como dieta e

atividade fisica, podem ser importantes moduladores do risco de desenvolvimento do



cancer de mama (WU et al., 1996). Nesse contexto, levando em consideracdo que os
paises do ocidente sdo aqueles que apresentam as maiores taxas de cancer de mama em
mulheres (HSIEH, 2010), presume-se que fatores nutricionais particulares dessas
populacdes podem ter papel importante nesta patologia (STOLL, 1999).

Na imagem abaixo (figura 3) é possivel observar a correlacdo direta entre IDH
(indice de desenvolvimento humano) e a incidéncia desse tipo de cancer em 2012. O
IDH ¢ classificado entre zero e 1. Paises altamente desenvolvidos apresentam IDH ente
1 e 0,808; paises desenvolvidos apresentam IDH entre 0,790 e 0,700; paises com
desenvolvimento médio apresentam IDH entre 0,698 e 0,556; paises com

desenvolvimento baixo apresentam IDH entre 0,540 e zero.

Desenvolvimento Médio

494 (29,5%)

Baixo Desenvolvimento

147 (8,89%)

Alto Desenvolvimento / CH

2892 (16,8%) '

Desenvolvimento
Muito Alto
753 (44,99%)

Figura 3: Representagdo da correlag@o entre o nimero estimado de casos (x1000) do cancer de mama e o
indice de desenvolvimento humano (IDH) em todas as faixas etdrias.; Imagem modificada a partir de:
OMS' - Cancer Fact Sheet <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/ en/>; legenda conforme
<http://hdr.undp.org/sites/default/files/hdr14-summary-en.pdf>.

Entretanto, tal como nas demais neoplasias, o desenvolvimento e
estabelecimento deste tipo de cancer estd relacionado com fatores de risco diversos,
como:

e Estilo de Vida = ex.: sedentarismo, alimentagdo e estresse (WU et al., 1996;

WILLIAMS & HORD, 2005);

e Heranca Genética = especialmente parentes de primeiro grau acometidos antes

dos 50 anos;

e Idade = hd probabilidade crescente de adoecer entre os 35 e os 50 anos de idade;



¢ Tipo de Nutricdo = ex.: dieta altamente caldrica, rica em proteinas e gordura de

origem animal, carne vermelha e carnes processadas, gorduras totais, além de
uma alimentacdo pobre em frutas e hortalicas (KEY et al., 2003; KRONE &
ELY, 2005; STOLL, 1999; ALLEN et al., 2002; PRENTICE et al., 2006);

e Consumo de Bebidas Alcodlicas = o risco aumenta 7% para cada porcio de

alcool ingerida (SMITH-WARNER et al., 1998; HAMAJIMA et al., 2002);

e Caracteristicas Hormonais = ex.: menarca precoce, uso de anticoncepcional oral,

irregularidade do ciclo menstrual, menopausa tardia e terapia de reposi¢ao

hormonal);

e (Caracteristicas Reprodutivas = ex.: nuliparidade, idade da primeira gestacdo a
termo acima dos 30 anos e nimero de filhos), assim como;

e Fatores Ambientais, dentre outros (INCA, 2014).

Portanto, é possivel reduzir alguns dos fatores de riscos do cancer de mama com
medidas relativamente simples, como ter um estilo de vida salutar: adotando uma dieta
sauddvel (castanhas, alimentos integrais, vegetais, frutas); manter peso baixo, exercitar
com regularidade; evitar a ingestdo de bebidas alcodlicas e ndo fumar (OMS3 , 2009).

Ademais, pacientes cujo cancer mamadrio foi detectado em estdgios iniciais,
apesar de receberem tratamento menos agressivo, ainda assim sofrem pela intoxicagdo
secundéria desencadeada por quimio ou radioterapias. Em virtude disso, esses pacientes
sdao afetados por fadiga, ansiedade e desanimo, dentre outros quesitos. Os enfermos
podem perder a qualidade de vida e acabam sem saber o que podem ou ndo fazer e quais
passam a ser os seus limites fisicos (TEMPLETON et al., 2013).

Portanto, o cancer de mama € um problema de saude publica, haja vista que o
Instituto Nacional do Cancer estima que, por ano, ocorram quase 3 milhdes de novos
casos de cancer de mama em todo o mundo (INCA, 2014), o que corresponde a 22%
dos novos casos de neoplasias em mulheres, anualmente.

Além disso, o Instituto Nacional do Cancer constatou que no ano de 2011,
apenas no Brasil, faleceram 13.345 pessoas acometidas por cancer de mama. Apesar da
sobrevida global ser de 61%, decorridos cinco anos, no Brasil a taxa de mortalidade é
elevada em reflexo das deteccdes tardias. Aproximadamente 70% das mortes por cancer
ocorrem em paises de baixa e média renda per capita.

No Brasil a previsao foi de mais de 576 mil novos casos de cancer de mama para

2014 (INCA®*, 2014). Esta alta incidéncia ndo se deve unicamente ao fator de que mais



pessoas sejam acometidas a cada ano, mas também reflete o desenvolvimento
tecnoldgico do setor de equipamentos utilizados na saide, assim como a informatiza¢ao
dos sistemas de satde (o que permite registrar e veicular mais nimeros de casos do que

se tinha anteriormente).

1.3. LINHAGEM DE ADENOCARCINOMA MAMARIO - MDA-MB-231

A linhagem de células de adenocarcinoma invasivo de mama (MDA-MB-231)
utilizada neste estudo € proveniente de tecido epitelial humano, derivado de sitio
metastatico de efusdo pleural. O individuo que originou a linhagem era do sexo
feminino, caucasiana e possuia 51 anos de idade. Trata-se de uma estirpe com cariétipo
do tipo aneupldide, onde os cromossomos normais N8 e N15 encontram-se ausentes,
sendo que a contagem cromossOmica aproxima-se da triploidia, uma vez que onze
rearranjos cromossOmicos estaveis foram identificados, mas em sua maioria apresentam
caracteristicas triploides (ATCCz, 2014).

Diversos genes (IGFBP6, IRS1, IGFBP4, IGFBP2, WNT7B, IGFBPS5 e IGF1R)
encontram-se com expressoes alteradas nesta linhagem (PACHER et al., 2007;
ATCC'?). Dentre as mutacdes e alteracdes metabdlicas da MDA-MB-231 houve a
aquisicdo de potencial migratério, através do qual células desta cepa sdo capazes de
projetar pseuddpodes (figura 4) e degradar a martiz extracelular para movimentar-se
(WOLF & FREIDL, 2009).

Ademais, esta linhagem de adenocarcinoma estrégeno-independente (SIMARD
& GINGRAS, 2001; RICHARDS et al., 2002) expressa receptores de membrana EGF
(fator de crescimento epidermal), TGF-a (fator de crescimento transformador/tumoral
alfa) (ATCClez), € capaz de induzir a neoangiogenese (ZHU et al., 2011) e hd também a
producdo excessiva de proteases (OVERALL, 2006). Todos os fatores aqui
mencionados sdo evidéncias bioquimicas da agressividade e do potencial metastético

dessa linhagem.
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Figura 4: Ilustracdo da movimentagdo de uma célula MDA-MB-231 através de seus pseuddépodes
(projetados pela por¢do dianteira da célula) e espiculas laterais ou protrusdes liticas (projetadas do corpo
da célula). Imagem adaptada de WOLF & FRIEDL, 2009.

1.4. PAPEL DE COMPOSTOS BIOATIVOS NO TRATAMENTO DO CANCER

Na atualidade, as estratégias médico-farmacéuticas em torno do
(adeno)carcinoma de mama consistem na realizacdo de: cirurgias, radioterapias,
quimioterapias e terapias sistémicas adjuvantes, como descrito no tdpico
"Considerac¢des Gerais e Importancia do Estudo Proposto” (1.1).

Tendo em vista a diversidade e severidade de sinais e sintomas indesejados
causados pelos tratamentos disponiveis na medicina atual, torna-se evidente a crescente
necessidade do avangco para novas técnicas, tratamentos e desenvolvimento de
moléculas para o combate e prevengao ao cancer.

Grupos de pesquisas na drea farmacoldgica tém se dedicado a estudar moléculas
bioativas em plantas que compde a dieta humana (hortalicas, vegetais, oleaginosas,
verduras e leguminosas). Tais compostos organicos vém ganhado espago dentro de
diversas linhas de pesquisa relacionadas a neoplasias malignas, visto que se sabe da
relacdo indireta entre a ingesta destes tipos de alimento com a baixa incidéncia de
cancer (JOANITTI ef al., 2006; TANAKA et al., 2012).

Estudos epidemioldgicos evidenciam que hd uma correlagdo inversa entre o
consumo de compostos bioativos e a incidéncia de cancer de mama, contudo, ao

contrdrio do que afirma o conhecimento popular, os fatores genéticos t€m menos poder



sobre essa vulnerabilidade/protecido, ja que pessoas de regides com alimentagcdo
tradicionalmente "verde" ao imigrar e adotar o estilo de vida do local tornam-se tio
suscetiveis ao cancer quanto os individuos locais (JOANITTI et al., 2011).

Por conseguinte, encontramos diversos complexos com promissora atividade
antitumoral e baixa toxicidade, como: Inibidores de Protease (JOANITTI et al., 2006;
JOANITTI et al., 2011; JOANITTI et al., 2010), Organoselenados (MIORELLI, 2006;
ESTEVANATO et al., 2012), Flavonoides (SEELINGER et al., 2008; TANAKA et al.,
2012), Ind6is (AGGARWAL & ICHIKAWA, 2005; BALDWIN & LEBLANC, 1992;
BELL et al., 2000) e Carotendides (TANAKA et al., 2012; ROWAN, 2013).

Esta tendéncia da ciéncia moderna ao estudo de compostos disponiveis em
vegetais comestiveis deve-se a sua abundante biodisponibilidade e baixa citotoxicidade
contra células normais, o que torna os fitonutrientes quimioterdpicos de amplo espectro
em potencial para as mais diversas aplicacdes biomédicas e biotecnoldgicas.

Como evidenciado por TANAKA e colaboradores (2012), os fatores de risco
relacionados a alimentacdo tém uma influéncia até mesmo maior que o tabagismo e
muito maior que os riscos ocupacionais relacionados ao desenvolvimento do cancer e
sua mortalidade. Portanto, torna-se evidente a necessidade de uma dieta balanceada e
diversificada para a manutencdo da satide e prevengao da doenga.

Ademais dos grupos de macromoléculas ja citadas, evidenciaremos ao longo
deste trabalho os Inibidores de Serinoproteases (ISp), cuja representatividade bioldgica
€ ampla, uma vez que esta categoria de enzimas e seus respectivos inibidores
encontram-se amplamente dispersos entre os seres vivos, sendo encontrados em quase

todos eles com participacdo em importantes e distintos processos fisioldgicos.

1.5. Inibidores BBI e o Cancer

Os inibidores de proteases encontram-se biodispersos em animais, plantas e
microrganismos, onde atuam como reguladores de cascatas metabdlicas, sendo a classe
dos inibidores Bowman-Birk uma das mais amplamente estudadas. Identificada em
diversos tipos de leguminosas (BIRK, 1985), esta categoria também esta presente em
graos (ex.: lagrima de J6 ou semente de coix e semente de milheto ou rabo de raposa),
no abacaxi, gérmen de trigo, cevada e arroz.

Esta familia é caracterizada por apresentar dois sitios de inibi¢do (Lys ou Arg e
Phe ou Leu), o que as torna capazes de associarem, respectivamente, com a tripsina e

quimotripsina (RIBEIRO et al., 2009; KOBAYASHI, 2013). Contudo, as proteinas
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capazes de inibir a tripsina concentram-se mais no Reino Plantae, especificamente nas
sementes ndo germinadas, onde desempenham uma fungdo de defesa contra pragas
(XAVIER-FILHO & VENTURA, 1988).

Os inibidores de protease Bowman-Birk podem ser encontrados em grupos de
sementes monocotiledoneas e dicotiledoneas e com localizacdo em distintos Orgdos
(tubérculos, folhas e frutos) por apresentarem funcdes distintas, conforme seu
organismo de origem.

Em seu principal e mais abundante local de origem, nos vegetais, os ISps
apresentam numerosas fungdes, como: regular as protedlises do estdgio germinativo;
atuar como proteinas de reserva; regular o ciclo celular; e proteger a integridade da
planta por meio da inibi¢do da atividade catalitica das proteases de fungos, bactérias e
insetos fitotropicos, assim como inibir as enzimas digestivas de predadores ou
superestimular a formacgdo de enzimas, promovendo autodigestio do parasita (SILVA et
al., 2005; RIBEIRO et al., 2009; SOUZA et al. 2014).

Estruturalmente esses inibidores apresentam baixa massa molecular (variando
entre 7 e 10 kDa) e apresentam entre 5 e 7 ligacdes dissulfeto, o que lhes confere
grande estabilidade em microambientes distintos, assim como elevada
termoestabilidade. Diferentemente de outros tipos de moléculas, seu centro apresenta
aminodcidos hidrofilicos, ao passo que sua superficie € hidrofébica, o que favorece a
tendéncia de agregacdo dessas macromoléculas (BODE & HUBER, 1992; FREITAS et
al., 1997; FREITAS et al., 1999; FRANCO et al., 2003; SILVA et al., 2005; JOANITTI
et al., 2006; SOUZA et al., 2014).

A acgdo de inibidores da familia Bowman-Birk (BBI) € inibir simultaneamente
quimotripsina e tripsina. Todavia, estudos indicam que o efeito anticarcinogénico pode
estar mais relacionado ao sitio de quimotripsina (JOANITTI, 2012; KENNEDY, 1998;
YAVELOW, 1985).

Os ISps enddgenos, conhecidos por serpinas, estdo relacionados com varios
tipos de reacdes a agravos sofridos pelo organismo. Dentre elas podemos destacar
processos de reparo tecidual devido a lesdes e inflamacao.

Contudo, tais moléculas estao intimamente ligadas ao
desenvolvimento/desencadeamento do transcurso neopldsico, ou seja, a auséncia ou
deficiéncia de tais inibidores leva o organismo a formacgdo facilitada de processos

inflamatdrios que podem evoluir a tumores (BAUMAN et al., 2002).
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Sabe-se que essas moléculas apresentam acao direta sobre a regulagdo génica,
por isso seus inibidores sdo capazes de intervir indiretamente no processo de

transformagdo maligna da célula (JOANITTI et al., 2006).

1.6. INIBIDOR DE TRIPSINA/QUIMOTRIPSINA DE VIGNA UNGUICULATA - BTCI

O BTCI, objeto de estudo do presente trabalho, ¢ um inibidor de proteases
purificado de sementes da leguminosa Vigna unguiculata, popularmente conhecida
como feijdo de corda (VENTURA & XAVIER-FILHO, 1966; JOANITTI et al., 2010;
SILVA et al., 2001; FREITAS et al., 1999; VENTURA et al., 1981).

Este inibidor da familia Bowman-Birk, purificado primeiramente por
VENTURA e XAVIER em 1966, é composto por 83 residuos de aminoacidos de uma
unica cadeia peptidica e cuja superficie € hidrofobica, com 9.084 Da, contendo dois
sitios reativos independentes (vide figura 5), um para inibi¢do de tripsina e outro para

quimotripsina (FREITAS et al., 1997).

Quimotripsina

Tripsina

Figura 5: Modelo computacional do BTCI. Em destaque encontram-se os sitios ativos da molécula.
Imagem de Freitas et al., 1997.

A conformagdo globular densa e rigida do BTCI ¢ devida as sete ligagcdes
dissulfeto desta macromolécula que conferem estabilidade em faixa ampla de pH - 3 até
11 - e também em temperaturas elevadas - termoestdvel em até 95 °C por 60 minutos -
mantendo, ainda, atividade de inibi¢do constante (SILVA et al., 2001; FREITAS et al.,
1999; SILVA et al., 2005). Tais caracteristicas fisico-quimicas podem favorecer o
potencial farmacolégico do BTCI.

Estudos de microscopia de forca atomica (BARBOSA et al., 2007) indicaram
que a al¢a onde encontra-se o subdominio de atividade anti-tripsina € rigida em fun¢do

de sua especificidade, ao passo que aquela que corresponde ao sitio anti-quimotriptico é
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caracterizada por sua flexibilidade, o que intensifica a propensdo a auto-associagdo
deste inibidor de serinoproteases.

Com a utilizagdo de outras técnicas a ligacdo da tripsina e da quimotripsina ao
BTCI foi caracterizada como um processo endotérmico, espontaneo, exergonico e
entropico (FREITAS er al., 1999). Ademais, seus sitios reativos sdo capazes de
acoplarem proteinases cognatas (BARBOSA et al, 2007). Contudo, o complexo
ternario (~55 kDa) é composto por apenas uma molécula de cada categoria, ou seja
(ESTEVES et al., 2007):

Tripsina/Cognato+BTCI+Quimotripsina/Cognato=Complexo Terndrio
E por meio da formagio dos complexos bindrios/terndrios que este ISp inibe as
atividades proteoliticas da tripsina e da quimotripsina.

Devido a sua superficie com residuos de arométicos e outros hidrofébicos, o
BTCI apresenta tendéncia a auto-oligomerizagdo por meio de ligagdes ndo covalentes, o
que lhe confere diferentes formas de arranjo. Em concentragdes a partir de 0,082 g/dl
existe a proporcionalidade mondmero-hexamero. Entretanto, sua apresentacdo também
pode ser nas formas de dimero e trimero, embora esses agregados interpostos surjam em
indices muito menores. Portanto, dependendo da concentragdo, encontram-se
multimeros em solucdo (VENTURA et al., 1981; SILVA et al., 2005; FREITAS et al.,
1997).

O BTCI ja foi caracterizado como tendo capacidade natriurética em rim
perfundido de rato, tem acdo sobre a guanilina cujo efeito renal € estimular natriurese e
caliurese. Devido a existéncia de aminodcidos aromadticos na guanilina, na sua forma
bioativa, a quimotripsina é capaz de clivd-la. Por sua vez, o BTCI apresenta dois sitios
reativos independentes capazes de interagir com tripsina e quimotripsina
simultaneamente.

Em funcdo deste ultimo, o referido inibidor é capaz de intervir no ciclo
natriurético ao bloquear a quimotripsina, impedindo, consequentemente a degradacao da
guanilina. Portanto, o efeito do BTCI sobre o metabolismo renal resume-se em
potencializador de natriurese induzida por guanilina (CARVALHO et al., 2008).

Seguindo a mesma linha de estudo, o efeito do BTCI na fisiologia cardiovascular
também foi constatado, uma vez que a associacdo com a bradicinina (responsavel pela
constricdo e vasodilatacdo dos miusculos lisos) aumenta a meia vida desta molécula,
pois por tratar-se de um inibidor de serinoproteases é capaz de prevenir a degradacao

proteolitica do vasorregulador em questio (ALVARES et al., 2014).
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Ademais, o BTCI apresenta atividade de supressdo tumoral — in vitro — ja
reportada, assim como capacidade de prevenir o cancer de pele em camundongos — in
vivo —(JOANITTI et al., 2010; JOANITTI, 2012) e atoxicidade a células de fibroblasto,
eritrécitos e mama normais (JOANITTI et al., 2008).

Os disturbios de ciclo celular que desencadeiam os mais diversos tipos de cancer
estdo relacionados a via ubiquitina-proteassoma. Recentemente, o BTCI foi
caracterizado como potente inibidor do proteassoma 20S, sendo responsdvel pela
inibicdo de sitios caspase-like (menos afinidade), tripsina-like (maior afinidade) e
quimotripsina-like (SOUZA, 2010).

Os inibidores de proteases apresentam especial destaque como agentes
terapéuticos, devido a sua capacidade de intervir em processos essenciais para o
desenvolvimento de neoplasias, inibindo enzimas chaves nesses processos,
principalmente aquelas do tipo quimotripsina-like (KENNEDY, 1998; DERYUGINA et
al., 2002).

E importante ressaltar que as propriedades fisico-quimicas do BTCI podem
favorecer sua utilizacdo farmacéutica no tratamento complementar de pacientes que
necessitam tratar-se com técnicas como a braquiterapia, medicina nuclear e a
radioterapia. O potencial anticarcinogénico e preventivo do BTCI quanto ao céncer de
mama (MCF7) foi caracterizado pelas alteracdes na proliferacdo e viabilidade por meio

de interferéncia no ciclo celular JOANITTI et al., 2010).

Além disso, foi mostrado, em estudos posteriores (JOANITTI, 2012), o efeito
preventivo do BTCI contra cancer de pele (ndo-melanoma) induzido por agentes
quimicos em camundongos. Um estudo preliminar, in vitro, desenvolvido em um
projeto TCC, mostrou que o BTCI interfere no desenvolvimento de células de
carcinoma oral. Nesse caso, o BTCI inibiu >90% da viabilidade de células da linhagem

OSCC-3 (XAVIER-REIS, 2011).

Este inibidor, caracterizado como potencial agente anticarcinogénico, tem sido
alvo de estudos hd mais de 40 anos, por pesquisadores do laboratério de Biofisica
(IB/CEL), em vérias linhas do conhecimento, incluindo desde a caracterizacdao

estrutural, funcional e de aplicagdo tecnoldgica, farmacéutica e biomédica.

Visando a aplicacdo biotecnolégica do BTCI projetos de nanoencapsulamento
foram desenvolvidos: associando este inibidor a nanoparticulas de maghemita

recobertas por dextrana (MagDex) (XAVIER, 2012) ou a nanoparticulas poliméricas de
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quitosana (OLIVEIRA, 2012). As particulas de MagDex ndo afetaram os sitios reativos
da molécula (XAVIER, 2012), ao passo que as particulas de quitosana resultantes foram
estdveis e ndo comprometeram a funcdo (atividade de inibicdo contra quimotripsina e
tripsina) deste BBI, além de liberarem gradualmente o BTCI encapsulado (OLIVEIRA,
2012).

Portanto, o estudo desse inibidor constitui uma linha de pesquisa consolidada e
com ampla drea de aplicacdo. No que se refere aos ensaios de aplicagdo farmacoldgica,
os efeitos desse inibidor estdo sendo avaliados inicialmente em um sistema controlado
(in vitro). No entanto, estudos em modelos biologicamente compativeis precisam ser
desenvolvidos. Posteriormente, serd possivel avaliar os efeitos desse inibidor na fase

clinica (CASTANO et al., 2004).

1.7. Espécies Reativas de Oxigénio - EROS

Os radicais livres sdo constituidos pela existéncia de elétrons desemparelhados
em compostos quimicos, sejam eles dtomos, fons ou moléculas (BEDARD & KRAUSE,
2007; ANDRADE et al., 2010) e classificam-se em dois grupos, espécies reativas de
nitrogénio (RNS) e espécies reativas de oxigénio (EROS). O segundo grupo serd o de
maior relevancia para este trabalho.

As espécies reativas de oxigénio (EROS) estdo envolvidas em mecanismos
relacionados ao  metabolismo celular, onde os inbidores de proteases podem
desempenhar papéis importantes na regulacdo dessas espécies reativas, uma vez que
estas estdo envolvidas em regulagdes metabodlicas (multiplicacdo celular, senescéncia e
apoptose, dentre outras) e na defesa do hospedeiro (atividade contra patégenos)
(JOANITTI et al., 2006; BEDARD & KRAUSE, 2007).

Contudo, o excesso de EROS ocasionado pelo aumento de sua producido ou
resultante da diminuicdo de sua degradacdo gera estresse oxidativo (PARAVICINI &
TOUYZ, 2006), que por sua vez tem como consequéncia a interacio de EROS com
metabolitos, organelas e o DNA celular, produzindo mediadores duraveis (e mais letais
que EROS em si). Quanto maior a desregulacdo da producdo/manutencdo de EROS,
maiores os riscos de ocorrer a oxidagdo macica de componentes celulares, independente
do mecanismo de sustentagao.

A acdo de antioxidantes em contrapartida a atuacdo de EROS € uma maneira de

manter este ciclo auto-sustentdvel, contudo quando isso ndo ocorre as respostas pro-
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inflamatdrias acentuam-se, resultando em consequéncias de longo prazo, dentre as quais
estdo senescéncia precoce, doengas inflamatdrias e cancer (WILCOX, 2005).

EROS atuam como segundo mensageiros intra e extracelulares, suas acdes
mediadoras ocorrem ao alterar o estado redox de algumas proteinas. Todas as espécies
reativas de oxigénio sdo resultantes de alguma modificagdo da molécula de oxigénio,
contudo suas diferentes formas de apresentagdo possibilitam ou impedem sua acdo em
determinadas regides da célula devido as suas novas formata¢des moleculares.

Portanto, distintas EROS sdo utilizadas para ativar diferentes cascatas de
sinalizacdo e dentre seus alvos estdo: MAP quinases, responsdveis por regular a
proliferacdo, diferenciacdo e morte celular; fofatases, encarregadas de modificagdes
pos-traducionais; matriz extracelular; DNA, desencadeamento da expressdo de genes
inflamatoérios; proteinas do ciclo celular e canais de ions, dentre outros (PARAVICINI
& TOUYZ, 2006).

Os efeitos patologicos citados podem ocorrer, quando sua producao (EROS) é
exacerbada, porque as espécies reativas de oxigénio reagem com diversos tipos de
biomoléculas (nucleotideos, proteinas e lipideos, por exemplo) presentes no
microambiente interno da célula. Sua interacdo acaba por modificar a funcionalidade
dos mesmos, causando citotoxicidade, alergias, mutagénese e até morte celular,
dependendo da propor¢io da exposi¢io (MATES et al., 1999).

Entretanto, a formacdo de EROS nem sempre é cronica ou patolégica, mas se
houver superproducio destas espécies e a isto estiver associada uma falha na prote¢do
antioxidante, havera o desencadeamento de eventos nocivos as células, tecidos e,
consequentemente, ao organismo. Danos e lesdes, reversiveis e irreversiveis podem
iniciar o processo de morte celular.

Contudo, diferentes cascatas sao desencadeadas conforme o estimulo recebido,
suscitando a respectiva morte celular (tabela 1). As vias de morte celular citadas
diferenciam-se por fatores como a ativagdo ou ndo de vias inflamatdrias, pelo tipo de
moléculas envolvidas, ganho ou perda de volume celular, permeabilizacdo de
membrana, condensacdo ou falta de condensacdo da cromatina, dentre outras
caracteristicas (SCHWEICHEL & MERKER, 1973; KUWANA & NEWMEYER,
2003).

Contudo, neste trabalho o enfoque principal serd dado na apoptose (figura 6).

Coordenada por um conjunto de vias bioquimicas, a apoptose € uma resposta ativa a
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estimulos fisiolégicos que levam a morte e elimina¢do celular sem ativacdo de vias

inflamatdrias ou alteracdo do microambiente celular.

Tabela 1: Comparagao dos tipos de morte celular.

Caracteristicas

Apoptose

Autofagia

Necrose

Morfologia

Sinalizacao
Celular

Enzimaticas

Observacao

Outros tipos de
Morte
(caracterizdveis
por fatores ndo
morfologicos)

condensac¢do e marginalizacdo da
cromatina; retracdo de pseudépodes;
fragmentag@o nuclear; reducdo do
volume celular e nuclear;
permeabilizacdo da membrana
mitocondrial; formagdo de corpos
apoptéticos.

vacuolizagio autofagica,
degradacdo do material
citoplasmadtico por
autofagossomos, formagao
de autolisossomos.

ganho de volume celular e
de organelas, ruptura da
membrana plasmaética,
espalhamento do contetido
citoplasmdtico no meio
extracelular,
permeabilizacdo da
membrana mitocondrial,
permeabilizacdo da
membrana lisossomal.

normalmente é um processo nao
imunogénico; superprodugdo de
EROS; ativagdo das proteinas Bax,
Bak e Bid (da familia Bcl-2);
externalizagdo/exposi¢ao da
fosfatidilserina; processo dependente
de ATP; degradacdo regulada do
DNA.

proteina LC3 (LC3-1 e
LC3-II) e suas isoformas;
mediacdo autofdgica por
meio das chaperonas
(CMA)LAMP-2A,
reconhecimento de
chaperonas nos
lisossomos.

desencadeada por TNFRI,
Fas/CD95 e TRAIL-R
(receptores de morte
celular), assim como por
TLR3 e TLR4 (TOLL-
like), hiperativacdo de
PARP-1, diminuicao dos
niveis de ATP;
superproducdo de EROS.

ativacdo de caspases; nucleases
EndoG, DFF40 e NM23-H1.

expressao da familia de

cinases Atg; PI3K gera

PIP3 e sdo responsdveis

pela modulagdo do ciclo
celular.

cinase RIP1, ativacdo de
calapinas e catepsinas por
excesso de Ca”".

Naio € sindnimo de morte celular
programada. Existem subtipos de
apoptose dependendo da via de
iniciagdo. Pode ocorrer sem
fragmentagdo de DNA. Processo
celular individual. Fagocitose dos
corpos apoptoticos.

Nao ocorre condensacio
de cromatina. Pouca ou
nenhuma relagdo com
fagécitos. Ndo apresenta
um ponto de morte
irreversivel claro, ou seja,
€ uma morte pro-
sobrevivéncia. Visa a
reciclagem de
componentes.

Pode ser um processo
regulado, ao contrdrio do
que se acreditava até
poucas décadas atras.
Caracterizada pela
auséncia de um perfil
apoptético ou autofdgico.
Processo celular grupal
(células adjacentes).
Resposta inflamatéria e
fagocitose, in vitro.

Piroptose, Cornificacdo, Catdstrofe Mitdtica, Entose, Pironecrose, Paraptose, Degradacdo

Valeriana, Excitotoxicidade, Anoicose.

CHIELA, 2011; GALLUZZI et al., 2007; KROEMER et al., 2009; GRIVICICH et al., 2007.

Suas principais mudangas morfolégicas sdo: retragdo celular, picnose nuclear,
perda da aderéncia com a matriz extracelular e com as células vizinhas, condensacdo da

cromatina, cariorrexe, fragmentacao internucleossémica do DNA e formagao de corpos
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apoptoticos (PARAOLIN & REASON, 2001; ORRENIUS er al., 2003; FULDA &
DEBATIN, 2006), como descrito na tabela 1.

Iniciagao

Depuracao

Figura 6: Etapas da célula em apoptose. Na iniciagdes ocorre a redugdo do volume celular; A etapa da
deliberacdo € caracterizada morfologicamente pelos prolongamentos da membrana celular (blebbing); Por
ocasido da execug¢do sdo formados os corpos apoptéticos; Na etapa de depuracdo ocorre a fagocitose dos
corpos apoptéticos. Imagem modificada a partir de: <http://www.buzzle.com/images /diagrams/apoptosis
-morphological-changes.jpg>.

Esta cascata € controlada por proteinas reguladoras da familia Bcl-2, cuja fungao

¢ regular as caspases 2 e 3, que estdo diretamente relacionadas ao desencadeamento da

apoptose, responsdveis pelas modificagdes morfoldgicas deste tipo de morte celular

(SWANTON et al., 1999; GALLUZZI et al., 2007; KROEMER et al., 2009).

a.

b.

A morte celular por apoptose ocorre em etapas:

Iniciagdo: € a fase em que ocorre algum tipo de dano, intrinseco ou extrinseco,
ao DNA ou a célula. Na iniciag¢do extrinseca, a sinalizacdo ocorre via receptores
de morte na superficie da membrana citoplasmatica da célula. Os ligantes destes
receptores atuam como ativadores extracelulares de apoptose (WANG &
YOULE, 2009).

Deliberagdo: ocorre aumento da permebilidade da membrana mitocondrial e
liberacdo de procaspases 2, 3 e 9 pela mitocondria, assim como do citocromo C,
além da diminui¢do da producido de ATP e do aumento de EROS. Quando os
receptores de morte reconhecem um ligante extrinseco especifico (TNF e Fas-

L), seus dominios de morte interagem com as proteinas adaptadoras FADD (Fas-
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associated death domain)/MORT1 que recrutam a caspase-8, responsavel por
ativar a caspase-3, levando a fase de execucdo (VALENTE, 2011).

Execuc¢do: as moléculas de citocromo C que escoam para o citoplamsa celular,
em consequéncia da ruptura da mitocondria, ligam-se as Apaf-1 (fator
apoptético de ativacdo de protease) e a procaspase 9, formando o apoptossomo,
capaz de ativar a caspase 3. Com isso, a célula sofre modificacdes em sua
morfologia como efeito da atuacdo das caspases e passa pela fragmentacdo do
DNA (MEIRA, 2011).

Depuracdo: remog¢do dos corpos apoptéticos por fagdcitos (como neutrdfilos e
macréfagos), sem  ativacdo  inflamatéria, através da  fagocitose

(CAMPAGNARO, 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

Os inibidores da Familia Bowman-Birk (BBI) vem sendo estudados quanto ao
potencial em aplicacOes tecnoldgicas nos setores da agricultura e da biomedicina.
Nesses dominios destacam-se os inibidores com potencial para controle biolégico de
plantas e com acdo preventiva e terapéutica contra diversos tipos de cancer.

Recentemente foi reportado o efeito anticarcinogénico do BTCI, objeto deste
estudo, extraido de sementes de feijado-de-corda. A associacdo desse inibidor com
células de cancer maméario (MCF7) alterou a proliferacdo e viabilidade das mesmas,
suprimindo o cancer por meio da interferéncia no ciclo celular causando variagdes:

e (itostdticas: parada do ciclo celular nas fases S e M/G2, possivelmente por meio
da expressao e actimulo de proteinas reguladoras do ciclo celular;

e (Citotoxicas: reducdo significativa e dose-dependente da viabilidade celular por
meio de apoptose induzida por BTCI e permeabilizacdio da membrana de

lisossomos;

"Efeitos citotoxicos em células de cancer induzidos por ISp Bowman-
Birk ndo sdo frequentemente reportados na literatura. A maioria dos
trabalhos publicados atribuiram que o tratamento de células de cancer
com ISp Bowman-Birk tem efeitos significativos sobre a proliferacao
celular e pouco ou nenhum efeito de morte celular. Em contraste, o
BTCI foi capaz de induzir tanto a reducdo de proliferacdo celular
como efeitos citotoxicos nas células de cancer de mama."

(JOANITTI et al., 2010)

Outra caracteristica que contribui para o uso do BTCI como agente
anticarcinogénico é que este inibidor ndo intervém na viabilidade de células mamarias
normais. Resultados preventivos do BTCI e de outros BBIs também foram observados
sobre diversos tipos de céancer, como a ac¢do anti-inflamatoria, prevencdo da
carcinogénese e a radioprotecdo (JOANITTI et al., 2010; JOANITTI et al., 2012;
KOBAYASH]I, 2013).

Além disso, estudos posteriores demonstraram os efeitos preventivo e
terapéutico do BTCI contra o cincer de pele (ndo-melanoma), induzido por agentes
quimicos em camundongos. O grupo ndo tratado apresentou incidéncia das lesdes em
83,3% dos animais, ao passo que do grupo de animais tratados com BTCI foram apenas
50%. O ndmero de lesdes no grupo nio tratado foi 12, enquanto no tratado o nimero foi

7 e o volume das lesdes também foi menor no grupo tratado.
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Ademais, os camundongos tratados com BTCI tiveram menos necrose, figuras
mitéticas, hiperqueratose, neoangiogénese, desmoplasia, hiperplasia, perda de
polaridade, células multinucleadas, eosinofilia e acnatélise (JOANITTI et al., 2012). O
modelo utilizado apresenta caracteristicas fenotipicas similares as do mesmo tipo de
cancer em humanos, sugerindo que tal inibidor poderia apresentar efeitos semelhantes
no Homo sapiens.

Tendo em vista a elevada incidéncia anual deste tipo de cancer no Brasil e no
mundo, bem como a demanda por medicamentos alternativos contra essa doenca, o
desenvolvimento de projetos que caracterizem novas moléculas com potencial
anticarcinogénico ¢ fundamental para a sadde publica. Portanto, a aplica¢do
biotecnolégica de agentes antitumorais de amplo espectro e com efeitos colaterais
menos severos que os atuais seria benéfica para individuos acometidos por diversos
tipos de neoplasias.

Aproximadamente 20% das neoplasias de mama sdo diagnosticados em
mulheres com menos de 50 anos de idade e 43% em mulheres com 65 anos ou mais,
sendo que 61% destes casos sdo detectados em fase in situ (DESANTIS et al., 2014).
Contudo, a sobrevida e o prognodstico destes individuos depende do desdobramento, ou
ndo, de uma metdstase. Os principais sitios de metdstase desta neoplasia, que é a mais
comum em mulheres, sdo: 0ssos, cérebro, figado e pulmdes (MBC Alliance, 2014).

A sobrevivéncia em relacdo a esta patologia depende da idade e estddio em que
o sujeito foi diagnosticado, como € possivel observar na figura 7. A sobrevida de 5 anos
melhorou nas ultimas décadas, mas apenas para canceres de mama positivos para
receptores de estrogénio (ER").. No entanto, nio houve melhora na sobrevida de
pacientes com neoplasia invasiva negativa para receptores de estrogénio (ER’)
(DESANTIS et al.,, 2014), o que reflete o perfil da linhagem MDA-MB-231 e

demonstra a severidade desta adenocarcinoma.

Prevaléncia por Idade [ 0-39 [0 40-49 [ 50-52 [ 60-69 [ 70+

1%

Proporgao de Sobreviventes

Figura 7: Distribuicdo por idade dos sobreviventes de cancer de mama invasivo, no Estados Unidos, em
2014. Apenas do sexo feminino. Imagem modificada a partir de: DESANTIS et al., 2014.
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O numero real de pessoas com cancer de mama metastatico ndo € preciso, visto
que a maior parte dos diagndsticos de metastase nesta neoplasia ocorrem em individuos
que haviam recebido um diagndstico prévio de cancer, mas recorreram apds O
tratamento. Assim, ente 20-30% dos diagndsticos iniciais de cancer de mama evoluirdo
para metdstase. Pacientes acometidos por cincer de mama metastitico sofrem de dores
cronicas em 70-90% dos casos e a fadiga também € um sintoma marcante (80%). Além
disso, mais de 75% dos sujeitos sofrem, em algum nivel, de insénia (MBC Alliance,
2014).

Visto que apenas 1-10% dos recém diagnosticados, com metastase de cancer
mamadrio (PAGANI et al., 2010), sdo passiveis de cura com as técnicas e o0s
medicamentos disponiveis na drea de saude atual, é essencial o desdobramento de
pesquisas que visem o desenvolvimento e a caracterizagdo de agentes terapéuticos
adjuvantes capazes de aumentar os indices de restabelecimento.

Portanto, a molécula escolhida para esse estudo in vitro € o BTCI, um inibidor
que ja foi caracterizado como potencial agente anticarcinogénico contra o cancer de
mama nao invasivo, cancer de pele ndo melanoma e preliminarmente como agente
contra o cancer de boca. Essa pesquisa pode apontar o BTCI como um agente
anticarcinogénico de amplo espectro e colaborar para o desenvolvimento de tratamentos
alternativos e/ou complementares contra o cancer de mama invasivo. Além do mais,
este € o primeiro estudo a investigar os efeitos do inibidor BBI de Vigna unguiculata em

células metastaticas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito citotéxico e/ou antiproliferativo do inibidor de
serinoproteases  black-eyed pea  trypsin/chymotrypsin  inhibitor ~(BTCI) no

adenocarcinoma mamario, in vitro.

3.2. OBJETIVOS ESPECiFICOS
Verificar o efeito do BTCI na morte celular e progressdao das células de cancer
de mama invasivo, avaliando in vitro:
® A viabilidade celular;
¢ A modulacio de ciclo celular;
¢ A atividade apoptética e necrdtica;
® A producdo de espécies reativas de oxigénio.

¢ Além disso, aprimorar o método de purificagdo e rendimento do BTCI;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. OBTENGAO E PURIFICACAO DO BTCI

Sementes de cowpea Vigna unguiculata (variedade Serid6) foram cedidas pela
Universidade de Fortaleza, das quais parte destinou-se a0 armazenamento e o restante a
Estacdo de Biologia Experimental da Universidade de Brasilia para o cultivo, que entre
plantio, secagem e debulhamento dos grios levou em torno de quatro meses.

Purificou-se o BTCI de acordo com VENTURA et al. (1971), como evidenciado
na figura 8: o extrato bruto obtido de sementes de V. unguiculata foi posteriormente
submetido a cromatografia de troca idnica (VENTURA & XAVIER-FILHO, 1966). A
aliquota coletada passou por andlise de espectrometria de massa para avaliar sua pureza

antes de dar continuidade aos experimentos.

— ROS
Viabilidade
A
I
I
ICs, E
1
A ES——.,
! — Citometria de Fluxo
——————— . * ) . ’/ ‘ . ’¢,
Espectrometria ad g
de Massa k/ k',

Mecanismo Ciclo
de Morte Celular

Cromatoerafia Ventura et al., 1971
gf ) <z Extrato Bruto
de Troca I6nica

Figura 8: Fluxograma do desenho experimental.

4.1.1. EXTRATO BRUTO

A preparacdo do extrato bruto das sementes do feijdo-de-corda foi realizada

segundo o método de VENTURA ef al. 1966, assim: as sementes secas e debulhadas
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foram trituradas; a cada 500 g do pé resultante foram acrescidos dois litros de dgua
destilada, assim como 200 uL de leupeptidase [0,1 M] e este preparado foi mantido sob
agitacdo constante a 4 C por 12 horas. A mistura, com adicao de 500 mL de dgua
destilada, foi homogeneizada durante 15 minutos, por meio de liquidificador; em
seguida filtrou-se todo o material em tecido de algodao; o material retido na filtracdo foi
descartado enquanto o filtrado foi submetido a centrifugacdo de 8000 g 4 C por 30
minutos.

O sobrenadante reunido foi submetido a precipitacdo com 4cido tricloroacético
para a concentracdo final de 2,5%. A suspensdo foi filtrada em papel e o filtrado
submetido a precipitacdo com sulfato de amonio, cuja concentracao final foi de 50%.
Em seguida, o material foi centrifugado a 8000 g a 4 ‘C durante 40 minutos e o pellet
resultante foi ressuspendido e dissolvido em 30 mL de dgua destilada. O extrato bruto

resultante foi dialisado contra d4gua deionizada por 18 horas e estocado a -20 °C.

4.1.2. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A coluna de cromatografia preenchida com DEAE-cellulose utilizada neste
estudo apresentava as dimensdes de trés centimetros e meio de largura por 23
centimetros de altura. A coluna foi ativada pela sequéncia de solugdes de Agua destilada
com 0,02% de Azida Sédica, HCI [0,2 M], Agua destilada com 0,02% de Azida Sédica,
NaOH [0,2 M], Agua destilada com 0,02% de Azida Sédica, 50 mL de Tampao Fosfato
de Sé6dio Monobédsico pH 7,3 [100 mM], 500 mL de Tampao Fosfato de Sdédio
Monobasico pH 7,3 [10 mM] com 0,04% de Azida Sddica.

A amostra, em Tampao Fosfato de S6édio Monobdsico pH 7,3 [10 mM], foi
aplicada na coluna - apds centrifugacdo. A coluna foi lavada com Tampao Fosfato de
Sédio Monobésico pH 7,3 [10 mM] com 0,02% de Azida Sddica apds a aplicagdo da
amostra. Através da aplicacdo de um gradiente linear de NaCl variando entre 0 e 0,8 M
os primeiros 100 mL foram desprezados e as aliquotas eluidas de BTCI foram coletadas
em fragdes de 3 a 4 mL por minuto, monitorando a presenca de proteina por meio da

leitura de absorbancia em 280 nm.

O controle deste experimento foi feito por meio da leitura do Tampao Fosfato de
Sédio Monobdsico pH 7,3 [10 mM] sem proteina. As aliquotas com perfil andlogo ao

espectro do BTCI foram separadas para dialisar e concentrar utilizando o sistema

Amicon® (Stirred Ultrafiltration Cell) da Millipore com filtros de celulose de 1 kDa.
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Ap6s a ultrafiltragdo as porcdes foram congeladas a -80 °C e liofilizadas para posterior

utilizagdo.

4.1.3. ESPECTROMETRIA DE MASSA - MALDI

A pureza do BTCI preparado foi analizada por meio da determinacdo de sua
massa molecular por espectrometria de massa. Aliquotas de cada lote das amostras
foram diluidas em matriz de ionizac¢do (5 mg de acido-cyano-4-hidroxi-cinamico, 200
pL de dgua nanopura, 250 pL de acetonitrila e 50 pL de TFA) e a mistura foi colocada
em placa MSP Target 96 Polished para que entdo fosse inserida no equipamento

MicroFlex da Brucker® para obter os espectros.

4.2. METODO COLORIMETRICO DO MTT

As células da linhagem MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario humano)
foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro. Estas células foram cultivadas
em meio Leibovitz L15 (vide tabela 2) a 37°C na auséncia de CO2. O meio foi
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado e 100 pg/mL de

estreptomicina e 100 unidades/mL de penicilina.

Ap6s a tripsinizagdo e centrifugacdo, 100 uL das células foram plaqueadas na
concentracio de 10° células/mL em placas de 96 pocos. Foram testadas as
concentracdes de 50 uM, 100 puM, 200 uM, 300 uM, 600 uM, 900 uM, 1,20 mM e 1,50

mM e o tempo de tratamento estabelecido foi de 24 horas.

Como controle negativo foram utilizadas células ndo tratadas e incubadas apenas
com meio de cultura suplementado. O sobrenadante da cultura celular foi retirado e
armazenado em freezer -20 °C para andlise da producdo de radicais livres (peroxidag¢ao
lipidica). Foram adicionados 20 pL. de MTT (5 mg/mL) as células, e estas incubadas por

2 a 4 horas em estufa a 37 °C.

Apés este periodo, o meio foi removido e acrescentou-se 100 pl. de
dimetilsulf6xido (DMSO) para dissolver os cristais de formazan formados e
precipitados. A quantificacdo da absorbancia foi avaliada espectrofotometricamente a
595 nm no equipamento SpectraMAX M?2. Para cada linhagem celular foram realizados

trés experimentos separadamente, ou seja, triplicatas.
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Tabela 2: Composi¢do do meio de cultura L-15 Leibovitz, fonte: <http://www.cultilab.com.br/
paginas/inftec1.6.html>.

Sais Inorganicos mg/L
CaCl22H20 185
KCL 400
KH2PO4 60
MgCI26H20 200
MgSO4 98
MgSO47H20 --
NaCl 8000
Na2HPO4 190
Aminoacidos mg/L
L-alanina 225
L-arginina (base livre) 500
L-aspargina.H20 125
L-cisteina (base livre) 120
L-glutamina 300
Glicina 200
L-histidina (base livre) 250
L-isoleucina 125
L-lisina 75
L-metionina 75
L-fenilalanina 125
L-serina 100
L-treonina 300
L-triptofano 20
L-tirosina 100
L-valina 200
Vitaminas mg/L
Pantotenato de Calcio 1
Cloreto de Colina 1
Acido Félico 1
Inositol 2
Piridoxina. HCL 1
Nicotinamida 1
Riboflavina 0,1
Tiamina 1
Outros
Componentes mg/L.
D(+) galactose 900
Vermelho de Fenol 10
Piruvato de Sédio 550

A citotoxidade do BTCI nas células MDA-MB-231 foi determinada pelo ensaio

padrdo por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il1)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) segundo

as recomendacdes do fabricante. Foram semeadas 5x10° células MDA-MB-231 por

poco em placas de 96 pogos e incubadas overnight a 37°C. Ap0s sua adesdo, as células
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foram tratadas com as diferentes concentragdes de BTCI sonicado por 2 minutos ou
mantidas apenas em meio de cultivo, como controle. Apds o periodo de tratamento
(24h), os pocos forma incubados com 150 pL da solucao de MTT (0,5 mg/mL em meio

de cultura) por 4h, no escuro e a 37°C.

Em seguida, a solucdo de MTT foi retirada e foi colocado 200 pL. de DMSO a
cada um dos pocos para a dilui¢do dos cristais de formazam. As placas foram lidas a
595 nm no espectofotometro SpectraMax M5 (Molecular Devices — USA). O ensaio de
MTT foi feito em triplicata para cada uma das concentragdes utilizadas e em trés

experimentos independentes.

Este estudo, assim como os demais, foi realizado em triplicata. Os valores da
concentragdo inibitdria 50 (ICsp) para as células MDA-MB-231 foram calculados com base
nos resultados obtidos pelo teste de viabilidade celular por MTT com o tratamento das
células por 24h. Para tal, a porcentagem de células vidveis foi plotada contra a dose de
tratamento em escala logaritmica. O valor de IC50 foi calculado a partir da curva ajustada,
por metodo nao linear, utilizando o programa Origin, considerando uma equacgdo de

decaimento exponencial. Este cdlculo também foi realizado utilizando o Software

GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

4.3. ANALISES POR CITOMETRIA DE FLUXO

Nos ensaios de citometria de fluxo foram utilizadas células MDA-MB-231
tratadas com 267,4 uM de BTCI (sonicado por 2 minutos antes do tratamento) por 24 h.
Os dados foram coletados em triplicata e os resultados apresentados representam a
média das trés leituras realizadas pelo citdmetro de fluxo.

E importante ressaltar que os histogramas e dot plots apresentados tem por
objetivo apenas ilustrar o que foi observado durante as andlises por citometria de fluxo,
ou seja, as populagdes celulares e suas diferentes respostas de intensidade de

fluorescéncia obtidas para cada amostra estudada.

4.3.1. AVALIACAO DO CicLO CELULAR

O citdmetro de fluxo utilizado nesta pesquisa foi o FACSVerse (BD®) acoplado
a um computador. Foram adquiridos 30000 eventos de cada triplicata, sendo 10000
eventos por amostra. Tal equipamento possibilita o estudo complexo - informagdo
quantitativa detalhada de cada célula - do tamanho, granularidade e fluorescéncia da

particula devido a seus sistemas integrados, assim como da correspondéncia
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estequiométrica do marcador (Ex.: células em fase S terdo mais DNA que aquelas em

fase G1.

Ap6s a tripsinizacdo e centrifugacdo das células, as mesmas foram ajustadas
para a concentracdo de 5%10° células/mL, adicionadas em placas de 24 pocos. A
sonicacdo do BTCI por 2 minutos antes da incubac¢do com as células foi adotada como
procedimento padrdo para evitar a agregacdo da molécula. Apds o tratamento, as
amostras foram tripsinizadas, centrifugadas por 10 minutos a 300 g sob refrigeracdo de
4 °C. A seguir, o pellet foi ressuspendido em 100 ul de PBS e adicionou-se 900 ul de
etanol 70% gelado por tubo, ficando assim por duas horas a 4°C. As amostras entdo

passaram por centrifugacao a 850 g durante 10 minutos.

O precipitado foi lavado com PBS e ressuspendido em solucdo contendo 0,1%
de Triton X-100, 100pug/ml de PI e 50 pg/ml de RNAse livre de DNAse em PBS e
mantido a 37 °C por 10 minutos, protegido da luz. Para a andlise em citdmetro de fluxo,
as c€lulas foram ressuspendidas em PBS. Foram adquiridos 10.000 eventos e a andlise
dos dados foi realizada conforme parametros de ciclo celular do préprio programa. Os
resultados foram expressos em porcentagem média de células nas diferentes fases do

ciclo celular: GO/G1, S e G2/M.

4.3.2. AVALIACAO DOS MECANISMOS DE MORTE CELULAR
Ap6s a tripsinizacdo e centrifugacdo das células, as mesmas foram ajustadas

para a concentracdo de 5x10°células/mL, adicionadas em placas de 24 pogos, com
amostras em triplicata. As células foram lavadas duas vezes em PBS a 4°C,
ressuspensas em 100 pl de tampao de ligacdo e incubadas por mais 30 minutos com 1pug
de anexina V-FITC e 18 pg/ml de solucdo de iodeto de propideo (PI), como
esquematizado na figura 9. Os canais de fluorescéncia utilizados foram:

e FL-1 para a Anexina-V/FITC;

e FL-2 para o lodeto de Propideo (PI).

As células para controle do kit foram separadas em trés grupos:

e Controle Negativo, composto por células vidveis, ndo tratadas e ndo

marcadas;

e Controle Positivo, células submetidas a fervura por 5 minutos para

indu¢do de morte. Composto por dois subgrupos:
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a. Marcadas com PI;

b. Marcadas com Anexina-V/FITC.

Célula Viva Célula Apoptaotica Apoptose Tardia

Annexin V, FITC

s\". 290
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Figura 9: Esquema didético para compreensdo do funcionamento da marcacdo com Anexina-V e do
Iodeto de Propideo para avaliagdo do mecanismo de morte celular. A translocagdo da fosfatidilserina da
interface citoplasmadtica para a superficie extracelular favorece a marcacdo extracelular com a anexina,
em células em estdgios iniciais da apoptose. Ao passo que, células em apoptose tardia sofrem perda da
integridade da membrana citoplasmadtica e isto possibilita a permeabilizacdo do PI, cuja fun¢do como
marcador ¢ intercalar-se no DNA celular.

4.3.3. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO - PRODUGAO DE EROS

O kit de marcacdo utilizado para este experimento foi o CellROX® Deep Red
Reagent da Life Technologies™. Os reagentes permedveis 2 membrana citoplasmética
nao sdo fluorescentes, contudo, sob condi¢do de oxidagdo celular passam a emitir sinais
de fluorescéncia intensos a partir do citoplasma da célula.

O preparo das células nesta etapa foi iniciado com o tratamento, das células
confluentes, por 24h com 267,4 uM de BTCI (previamente sonicado por 2 minutos).
Procedeu-se com a desaderéncia das células para entdo, incuba-las com o CellROX® na
concentragdo final de 5 uM por 30 minutos a 37°C. Em seguida, os tubos foram
submetidas a centrifugacdo de 300 g por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi lavado trés vezes com PBS. Ademais, o pellet foi ressuspendido em 500 mL
de PBS 1x para andlise no citometro de fluxo. As células controles foram aquelas nao

tratadas com o BTCI.

4.4, ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos dados foram efetuadas com o auxilio do software

SPSS 19, através do Teste T e os dados foram representados como média e desvio
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padrdo. Os resultados e as diferencas foram considerados estatisticamente significativos

quando o valor de p<0,005.

5. RESULTADOS

5.1. PURIFICAGAO DO BTCI

Foram logrados dois perfis de cromatograma, um obtido a partir da realizagcdo da
cromatografia de troca i6nica com o extrato bruto (figura 10) e outro através da
(re)cromatografia de troca idnica a partir da amostra com contaminantes obtida na

primeira cromatografia (figura 11).

Ao observar os cromatogramas, a por¢dao ascendente do pico mais alto, em
ambos, foi considerada como a fragdo com contaminantes das aliquotas coletadas, ao
passo que a porcdo descendente continha o BTCI puro. Assim, esta foi a parcela

separada para a continuagdo dos experimentos.

O montante purificado passou pelo processo de didlise e concentragcdo com o
AMICON da Millipore e foi posteriormente congelado, liofilizado e mantido em freezer

a -20°C para utilizacdo posterior.

5.1.1. PADRONIZAGAO DA PURIFICAGAO DO BTCI

Tendo em vista que a técnica de purificacdo do BTCI era a mesma ha décadas
tomou-se a iniciativa de melhord-la, parcialmente. Assim, o sistema de didlise
utilizando o sistema AMICON (figura 12) foi implementado, visando o aumento do
rendimento da proteina purificada e otimizacdo do tempo de obtencdo da amostra
purificada. Por meio desta nova técnica foi possivel coletar dez vezes mais fracoes de
eluicdo da cromatografia, o que aumentou o rendimento em 6 vezes. Ademais, poupou-

se:
a. Tempo (40%), resultando na reducio do tempo de purificagdo em menos horas;

b. Maio de Obra, considerando-se que a didlise demandava amanipulagdo de hora

em hora, €;

c. Recursos, todos esses itens em comparacao com o método anterior.
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Figura 10: Cromatograma obtido a partir do extrato bruto de Vigna unguiculata. As amostras eluidas
foram monitoradas por leitura em espectrofotdmetro a 280 nm. Destacado em vermelho estd a fragdo

utilizada para a recromatografia.
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Figura 11: Recromatograma obtido a partir das amostras pré-fracionadas de BTCI (figura 10). As
amostras eluidas foram monitoradas por leitura em espectrofotdmetro a 280 nm.
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Figura 12: Sistema de ultrafiltragio Amicon® da Millipore. No lado B da figura observam-se os
componentes necessarios para o funcionamento do sistema: 1descarte; Zsistema Amicon; 3cﬁnulas;
“mandmetro; “cilindro com gds nitrogénio. Imagens adaptadas de: <https://www.merckmillipore.com
/BR/pt/life-science-research/protein-sample-preparation/protein-concentration/large-volumes-samples/
amicon-stirred-cells/tYyb.qB.CPEAAAFBxwtlvyxv,nav> e <http://pt.medwow.com/med/water-
purification-system/millipore/amicon-8050/57641.model-spec>.

5.1.2. GRAU DE PUREZA DO BTCI AVALIADO POR MALDI-TOF

Ap6s a didlise e concentragdo das fragdes obtidas da cromatrografia de troca
i0nica o grau de pureza das aliquotas foi avaliado. Na figura 13 € apresentado o
espectro obtido por meio de espectrometria de massa, onde é possivel observar a
existéncia de dois picos com razdo massa carga (m/z) distintos. O pico equivalente ao
BTCI apresenta a m/z 9115, ao passo que o de m/z 4555 equivale a uma dupla carga da
mesma molécula, por isso apresenta - aproximadamente - metade do valor. O espectro

abaixo revela um grau de pureza de 100%.

5.2. ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR - MTT

O ensaio colorimétrico de formazan, produzido a partir de MTT, mostrou que a
reducdo na viabilidade das células MDA-MB-231, na presenca de BTCI por 24h, foi
dose dependente. O ICsy foi obtido a partir da curva de viablidade celular ajustada
segundo método ndo linear (decaimento exponencial), cujo valor foi 267,4 uM de BTCI
(figura 14), este valor foi semelhante ao obtido em outras pesquisas utilizando o0 mesmo

inibidor em diferentes linhagens de cancer.
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Figura 13: Espectro de massa do BTCI obtido por recromatografia de troca idnica. A massa molecular e
pureza do BTCI sdo mostradas, com um dnico pico de ~9,1 kDa (SILVA et al., 2005; ESTEVES et al.,
2007; SOUZA et al., 2014; ALVARES et al., 2014) e o menor pico equivalendo a sua dupla carga
(IM+2H]Y).

5.2.1. PADRONIZAGAO DO TRATAMENTO COM BTCI

Tendo em vista que a filtracdo da amostra de BTCI purificado, em membrana
MILIPORE de 0,22um, alterava a concentracdo previamente determinada do inibidor,
ndo foi possivel estabelecer um padrio para reajustar a concentracio desse inibidor. Por

esse motivo, optou-se por nao utilizar BTCI estéril nos ensaios in vitro subsequentes.

Entretanto, outra dificuldade foi constatada. Apds a incubacido do BTCI com as
células foi verificado, por miscroscopio de luz invertido, que, na maioria das vezes, a
suspensdo apresentava alto grau de agregacdo. Receando que esta tendéncia a formagao
de agregados viesse a atrapalhar a interagdo do inibidor com as células estudadas optou-
se por sonicar (por 2 minutos) a aliquota de BTCI, antes de proceder com o0s ensaios in

vitro com as c€lulas de adenocarcinoma mamario.

O ajuste nao linear, com decaimento exponencial, da curva de viabilidade celular
(Figura 14), utilizando o programa Origin, resultou no valor de ICsy de 267,4 uM. Esse
mesmo resultado estd apresentado em um grafico de barras, apresentado na figura 15. O
cdlculo também foi feito utilizando o Software GraphPad Prism (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). A determinacdo da concentracido do ICsq (figuras 14 e 15) foi

essencial para os experimentos subsequentes.
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Figura 14: Curva de viabilidade celular ajustada das células MDA-MB-231, na presenca do BTCI. O
BTCI, na concentragdo de 267,4 uM por 24h.
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Figura 15: Gréifico de barras da viabilidade celular das células MDA-MB-231. O BTCI na concentragio
de 267,4 uM por 24h, sendo p<0,005.
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5.3. AVALIACAO DE DIFERENTES IMECANISMOS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Nos ensaios de citometria de fluxo foram utilizadas células MDA-MB-231
tratadas com 267,4 uM de BTCI por 24 h. Os dados foram coletados em triplicata e os
resultados apresentados representam a média das trés leituras realizadas pelo citdmetro
de fluxo. As populacOes celulares e suas diferentes respostas de intensidade de

fluorescéncia forma obtidas para cada amostra estudada e estdo apresentadas a seguir.

5.3.1. ANALISE DE CiCLO CELULAR

Ao analisar os histogramas ilustrativos do ciclo celular observou-se uma redugdo
na propor¢do de células em G1 e aumento das células em G2, indicando uma parada das

células nesta fase, assim como ocorreu em estudos anteriores com MCF7.

Na figura 16 pode ser observado que o grupo de células MDA-MB-231 nio
tratadas com BTCI tiveram maior intensidade de sinal que as tratadas, ao passo que o
perfil do histograma se manteve semelhante nas células com BTCI (figura 17), porém,
com menor intensidade de sinal (tabela 3) e maior quantidade de debris celulares, que
refletem o efeito terapéutico - indireto - que este inibidor tem sobre a fragmentacido do

DNA de células cancerigenas.

Portanto, ha evidenciagdo do efeito citostatico e confirmacdo do efeito citotdxico
pois, na figura 15 percebe-se o aumento do montante de células em fase G2, o que
caracteriza o efeito citostdtico exercido pelo BTCI sobre esta linhagem celular. Além
disso, também € evidente a sobreposicao (figura 16B) de fases do ciclo (Go/G; e S,

assim como S com G,/M).

Tabela 3: Estudo comparativo do ciclo celular entre as populagdes tratadas - com 267,4uM de BTCI por
24h - e ndo tratadas. Andlise feita com as células vidveis.

Grupos Controle Tratado
Fases
G0/G1 50,7% 18,6%
S 19,2% 7,8%
G2/M 11,8% 7,8%
Ponderacoes Caracterizacdo de Efeito Citostatico
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Figura 16: Histogramas de ciclo celular, onde as médias calculadas foram: A) 50,7% das células
encontravam-se em G1; 19,2% em fase S; e 11,8% em G2; B) 18,6% das células encontravam-se em G1;
7,8% em fase S; e 7,8% em G2.
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Figura 17: A andlise estatistica do PI Ciclo Celular demonstrou que o BTCI aumentou a fracdo G2,
caracterizando um efeito citostitico sobre as células da linhagem MDA-MB-231 em comparagdo com o
grupo ndo tratado (NS).

5.3.2. VIA DE MORTE CELULAR

Os resultados a seguir correspondem as porcentagens de células vidveis,
apoptoticas e/ou necréticas estudadas. A andlise da via morte (apoptose, apoptose tardia
e necrose) das células em questdo foi realizada por meio da constatacdo da exposicao da
fosfatidilserina e da perda de integridade da membrana celular. Esta anélise foi possivel
por meio da marcacdo do fosfolipidio externalizado com fluoresceina (anexina V-FITC)

e iodeto de propidio (PI).

Assim, na figura 18 (A-E), apresentamos dot plots da linhagem de células MDA-
MB-231 contendo: A) populacdo nao marcada; B) controle positivo do hit para PI, ou
seja, populacdo células que sofreram morte por necrose; C) controle positivo do kit para
anexina V-FITC, ou seja, células mortas por apoptose; D) controle de células normais;

E) grupo de células tratadas com BTCI na concentracio de 267,4 uM durante 24 h.
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Figura 18: Anilise da via de morte celular. A) Células MDA-MB-231 vidveis, ndo tratadas com BTCI,
B) Células MDA-MB-231 submetidas a inativagdo, marcadas com PI, controle do kit; C) Células MDA-
MB-231 submetidas a inativa¢do, marcadas apenas com Anexina-V, controle do kit; D) Células controle
de MDA-MB-231, néo incubadas com BTCI; E) Células de MDA-MB-231 tratadas com 267,4 uM de
BTCI por 24h, morte por apoptose em 94,9% na unicata (como apresentado no Dot Plot ilustrativo) e

média de 89,39% nas triplicatas.

As médias das porcentagens de células apoptdticas encontradas para cada grupo
de estudo foram plotadas no grafico de barras da figura 19, onde € possivel observar a
porcentagem de células marcadas com Anexina-V apds a encubag¢do com BTCI em
contraste com as células vidveis do controle positivo, sendo p=0,001. Isto caracteriza a
apoptose como o principal mecanismo de morte celular para as células de MDA-MB-
231 tratadas com BTCI (sonicado) por 24h pois, esta foi a via de morte em ~90% dos

eventos estudados.
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Figura 19: Andlise da via de morte celular das células de MDA-MB-231 tratadas com 267,4 uM de
BTCI por 24 h, e marcadas com Anexina-V.

5.3.3. ESTUDO DA GERAGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

A quantificacdo indireta da concentragdo citosdlica de O, e H,0,, também foi
realizada por meio da técnica de citometria de fluxo. Nas préximas figuras (20 A-C)
estdo os histogramas e o grafico de barras gerados a partir da andlise com sondas, no
intuito de quantificar a diferenca da producdo de EROS entre as células tratadas com

BTCI e as ndo tratadas.

Observou-se, com estes experimentos, que conforme demonstrado nos
resultados da figura 20, a linhagem MDA-MB-231 apresenta uma mediana de
intensidade de sinal EROS elevada mesmo nas células ndo tratadas. A resposta ao
incubé-las com BTCI foi uma aleatéria reducao de EROS entre 30 e 90 minutos e um

aumento com 24 h de tratamento.

Ao alterar o tempo de minutos para horas, observou-se que nos 30 primeiros
minutos a quantidade de EROS reduziu significativamente (em comparacdo ao
controle), aumentou sutilmente em 60 minutos e decaiu, novamente, aos 90 minutos.
Isto pode indicar que o tipo de morte celular desencadeada pelo BTCI em 24h pode ser

por meio da regulacdo da producdo de EROS.
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Figura 20: O efeito de 267,4 uM de BTCI na producéo intracelular de EROS em células MDA-MB-231
em diferentes tempos. A) Intensidade de espécies reativas de oxigénio em células tratadas por BTCI
durante 30, 60 e 90 minutos, além de 24 horas; B) Histograma comparativo da produ¢cdo de EROS em
células ndo estimuladas e tratadas por 24 horas com BTCI; C) Grafico de barras com a média de células
tratadas com BTCI em diferentes tempos - ndo estimulada, 30, 60, 90 minutos e 24 horas - e a respectiva
producdo de espécies reativas de oxigénio. * Resultado Aleatério e ** Resultado Significativo p<0,005.
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6. DISCUSSAO

Os cromatogramas de purificacdo do BTCI, provenientes da aplicacdo do extrato
bruto das sementes de Vigna unguiculata, mantiveram o mesmo perfil de estudos
anteriores. Adicionalmente, os espectros da espectrometria de massa apresentando os
picos correspondentes a uma e dupla cargas do inibidor de protease analisado, mostra a
presenca de um dnico composto com massa molecular de aproximadamente 9,1 kDa
(OLIVEIRA, 2012; XAVIER, 2012; JOANITTI, 2012; SOUZA, 2010; VENTURA &
XAVIER-FILHO, 1966), correspondente ao BTCI purificado.

Porém, diferentemente do procedimento realizado nas pesquisas anteriores, a
didlise das amostras de BTCI obtidas apds cromatografica de troca idnica, ndo foram
feitas utilizando membranas de didlise e métodos convencionais, mas sim utilizando o
sistema AMICON da Millipore, acoplado ao cilindro de nitrogénio gasoso. Portanto,
esse novo método permitiu significativo aumento no rendimento do BTClpurificado
pela cromatografia de troca idnica.

O rendimento de BTCI puro obtido por meio das técnicas de purificacdo era de
~30 mg por aliquota de extrato bruto utilizada. Contudo, muitos dias de trabalho eram
necessarios para atingir este montante. Decidiu-se entdo implementar alguma das etapas
de purificacdo que facilitasse e permitisse aumento do rendimento em tempo menor de
execu¢do. Com a introducdo da etapa de filtracdo em sistema Amicon o rendimento
aumentou para ~6x mais. Nao foram encontrados outros trabalhos de purificacdo de
proteina que houvessem implementado esta técnica nessa proporcao.

Por meio do teste colorimétrico de MTT, observou-se a producio inversamente
proporcional de formazan em relacdo a dose de BTCI utilizada para tratar as células da
linhagem MDA-MB-231, corroborando com outros estudos (SOUZA, 2010;
JOANITTI, 2012) ao caracterizar este inibidor com efeito dose-dependente sobre outras
células neoplésicas da mama.

O ICs foi determinado com tempo de 24h, visto que os ensaios subsequentes
avaliariam os efeitos mais imediatos do efeito do BTCI, in vitro no adenocarcinoma
mamadrio. Enasios com células normais ndo foram realizados pois, ja se sabia do
in6cuo/nulo efeito do BTCI sobre células normais da mama, da linhagem MCF10
(JOANITTI et al., 2010).

Em contraste com os resultados obtidos no estudo com células neoplasicas de

mama ndo invasivas (MCF-7), a ativacdo das vias de morte celular da linhagem invasiva
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(MDA-MB-231) demandaram maior concentracdo do BTCI (267,4 uM), porém menor
tempo de incubagdo (JOANITTI et al., 2010), o que pode refletir maior vulnerabilidade
por parte de linhagens com maior intensidade de proliferacdo. Portanto, a hipétese
inicial, de que o BTCI teria efeito citotéxico e citostatico também sobre uma linhagem
metastdtica, assim como teve sobre aquela ndo invasiva, foi considerada e confirmada.

Entretanto, hd diferengas considerdveis no ICsy do BTCI (200-267,4 uM) em
relacdao a outros BBIs, revelando que, na maior parte dos casos e estudos feitos até
agora, o inibidor de Vigna unguiculata demanda concentracdes maiores para exercer
efeitos citostdticos e citotoxicos. Andlises de BBI de pinto bean realizadas por CHAN e
colaboradores (2014) resultaram em um ICsy de 35 uM contra MCF7; estudos feitos por
CLEMENTE & ARQUES (2014) com BBIs de ervilha, lentilha e soja tiveram ICs
variando entre 32-73 uM contra diferentes linhagens de cancer colorretal.

Contudo, a linhagem MDA-MB-231 ndo demandou uma concentracao de BTCI
muito maior do que as estudadas anteriormente. Esperava-se que os mecanismos de
evasdo celular (WEINBERG, 2007) fossem mais eficientes em uma linhagem
metastdtica. Para esse tipo de andlise, foi considerado que houve uma equivaléncia entre
os resultados das duas linhagens (MCF7 e MDA-MB-231), visto que ocorre uma
compensac¢do entre tempo e quantidade do composto bioativo utilizado.

Considerando os resultados apresentados, o passo seguinte foi investigar qual o
o mecanismo de acdo do BTCI sobre as células cancerigenas. Supostamente, ambas as
linhagens citadas ndo apresentam algum aparato capaz de evadir ao tratamento e
bloquear a(s) cascata(s) de ativacdo do processo de morte celular desencadeados, direta
ou indiretamente, pelo BTCL.

No intuito de compreender o possivel mecanismo pelo qual o inibidor de
proteases BTCI afeta a viabilidade, bem como outros efeitos, das células MDA-MB-
231, diferentes vias foram avaliadas, como a producdo de especies reativas de oxigénio.
As células foram incubadas com a concentragdo de 267.4 uM de BTCI, determinada
previamente por 24h e em outros tempos para monitorar alguns dos efeitos desta
molécula na via citada.

Para tanto, utilizou-se a técnica multiparamétrica da citometria de fluxo com
diferentes marcadores. A marcagdo com anexina V-FITC foi utilizada para caracterizar
a exposi¢do da fosfatidilserina, traco marcante da morte por apoptose. Ao passo que o

intercalante de DNA, iodeto de propideo, foi a sonda discriminadora para células em
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apoptose tardia ou processo necrdtico. Assim, as quatro populacdes de células foram
avaliadas simultaneamente: normais, apoptoticas, apoptose tardia e necroticas.

Houve reducdo da viabilidade celular do grupo incubado com BTCI em
comparagdo com o grupo ndo tratado. A visualizacdo do histograma revela 89,39% das
células com marcacdo de anexina V-FITC positiva, ou seja, cerca de 90% das células
analisadas sofreram morte por apoptose. E em abono, pode-se ressaltar que a
especificidade do BTCI é notavelmente alta, j4 que ndo gerou nenhum efeito colateral
em células normais (MCF10) da mama (JOANITTI et al., 2010).

Por meio da andlise comparativa de ciclo celular entre as triplicatas tratadas e
ndo tratadas com BTCI, observou-se uma diferenca significativa na intensidade do sinal
(histograma, figura 16), que € cerca de quatro vezes menor nas populacdes que foram
tratadas com o BTCI. Houve também a evidenciacao de quantidade de debris, como a
fragmentacdo de DNA, no grupo tratado e esta fragmentagdo é uma caracteristica
marcante da apoptose (ZIMMERMANN et al., 2001; WANG & YOULE, 2009)

O funcionamento normal do ciclo celular é regulado por ciclinas e cada fase do
ciclo tem um propdsito especifico para o desenvolvimento do organismo. G1 € a etapa
de "entrada" do ciclo celular, em que o DNA estard bem enovelado, apartir de onde a
célula pode entrar em repouso GO ou dar inicio ao processo de multiplicag¢do, fase S,

produzindo, inicialmente mais DNA.

Ao seguir para a fase G2 a célula aumenta seu volume e passa a produzir
componentes que serdo necessdrios na mitose, que € a proxima fase (M). Assim, a
mitose € o tempo pelo qual a célula leva para completar a préfase (condensacdo de
cromossomos com dissolu¢do dos nucléolos e da carioteca), metafase (encurtamento
dos cromossomos e formacdo do fuso equatorial), anédfase (separacdo das cromatides
irmds duplicadas), teléfase (afrouxamento dos cromossomos e reconstrugdo da
carioteca) e a citocinese (invaginagdo responsavel por separar a célula mae da célula
filha). Apéds isso, o ciclo celular recomeca (ALMEIDA et al., 2005; DICKSON &
SCHWARTZ, 2009).

Neste trabalho observou-se que as células tratadas com BTCI foram embargadas
na fase G2, indicando efeito citostatico sobre a linhagem estudada, o que corrobora com
o mecanismo de intervencdo, dependente da fase do ciclo celular, de diversas categorias
de agentes quimioterdpicos antineopldsicos (figura 21). ALMEIDA e colaboradores

(2005) classificaram alguns agentes antineopldsicos que interagem com DNA como:
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ciclo celular especificos ou nio especificos (tabela 4). Nessa revisdo produtos naturais

também foram arrolados, grupo ao qual podemos incluir o inibidor de feijao de corda.

Tabela 4: Relacdo entre o tipo de interagdo com o ciclo celular e as subclasses de produtos naturais.
Classificacao feita por ALMEIDA e colaboradores (2005), mas editada e complementada.

Agentes ciclo-celular especificos
(CCS, “Cell Cycle-Specific)

Agentes ciclo-celular nio especificos
(CCNS,; “Cell Cycle-NonSpecific”)

1.a. Alcaldides vegetais

l.a.1. Alcaléides da vinca

1.a.2. Podofilotoxinas (Epipodofilotoxinas)
1.a.3. Paclitaxel (Taxol)

1.b. Enzimas

1.c. Proteinas e Peptideos

2. Produtos Naturais

2.a. Antibiéticos naturais
2.a.1. Antraciclinas

2.a.2. Mitomicina

2.a.3. Dactinomicina

2.a.4. Plicamicina

2.a.5. Bleomicina

2.b. Alcaldides pirrolizidinicos

Algumas das caracteristicas destes compostos naturais foram a formacio de

EROS e a interveng¢ao no ciclo celular, dois dos efeitos observados na interacdo entre

BTCI e MDA-MB-231. Contudo, nenhum ensaio foi realizado visando a classificacao

do BTCI dentre as categorias estabelecidas na tabela acima.

I Produtos naturaisl

Agentes
alquilantes
do DNA

Antimetabdlitos

N AIcaI0|des -vinca
Blmbdores mitéticos

Taxoides

Figura 21: Ilustracio do mecanismo de intervencdo, dependente da fase do ciclo celular, de diversas
categorias de agentes quimioterdpicos antineopldsicos. Imagem adaptada apartir de ALMEIDA et al.,

2005.
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O efeito citostatico observado nas células tratadas com BTCI pode ter provocado
a estagancdo do ciclo celular como possivel consequéncia da acdo de EROS
(ALMEIDA et al., 2005), responsdvel pela regulacdo fisiolégica de moléculas
relacionadas a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular (PARAVICINI & TOUYZ,
2006).

Contudo, a superexpressao das espécies reativas de oxigénio, como demonstrado
na figura 20, ndo resultou unicamente em estagnacdo do ciclo, como também em
citotoxicidade. Com as pesquisas e ensaios realizados ao longo desta dissertacdo pode-
se afirmar que um dos mecanismos utilizados pelo BTCI para regular o ciclo celular
(tabela 3) € a acentuada produgdo de EROS, pela qual também induz a morte celular por
apoptose (JOANITTI et al., 2010).

Quanto a comparagdo da producdao de EROS, observou-se que mesmo o grupo
controle de células neopldsicas apresentou um percentual elevado. Contudo, foi ainda
maior a producdo das espécies reativas de oxigénio nas células tratadas com BTCI por

24h, evidenciando o efeito estimulador/regulador do inibidor sobre este mecanismo.
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7. CONCLUSOES

e Com a implementacdo do sistema de didlise e concentracdo AMICON foi

possivel melhorar o rendimento da purificacdo do BTCI em 6x.

® Aprimorou-se também a técnica de tratamento in vitro com o BTCI por meio da
sonicacdo do inibidor antes de incubd-lo com as células, evitando assim a

agregacdo da molécula.

e A concentragdo de BTCI capaz de reduzir a viabilidade de 50% (ICsp) da
linhagem de células estudadas neste trabalho (MDA-MB-231) foi de 267,4 uM
durante 24 h.

¢ Houve efeito citotoxico e citostatico em 24h de incubagdao com o BTCI.

¢ Quanto a modulag¢do do ciclo celular, observou-se que o BTCI interferiu no ciclo
da linhagem em questdo, caracterizando seu efeito citostitico pelo aumento

aumento do numero de células na fase G2.

e Por meio de ensaios referentes a viabilidade, utilizando citometria de fluxo
observou-se, com a marcacdo de PI e anexina V-FITC, que uma média de

89,39% das células sofreram morte por apoptose.

e A andlise de estresse oxidativo mostrou aumento da producdo de EROS nas
células incubadas com BTCI. Sabendo que as EROS desempenham papel
importante na ativacdo de mecanismos indutores de apoptose, os resultados
apresentados sugerem que o processo apoptético aqui estudado foi deflagrado

por EROS.

e Portanto, os resultados desta pesquisa indicam efeitos citostaticos e citotéxicos
do inibidor de serinoproteases black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor no

adenocarcinoma mamario da linhagem MDA-MB-231.

e O BTCI pode ser considerado como um agente terapéutico adjuvante em

potencial até mesmo para cincers de mama invasivos/metastaticos.
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8. PERSPECTIVAS

e C(lassificar se o BTCI é um agente antineopldsico que interage com o DNA,

conforme a tabela 4 e se é: ciclo celular especifico ou ndo especifico.

e Analisar se o BTCI teria um efeito regulador semelhante ao BBI, ou seja, se este

inibidor atuaria direta ou indiretamente, sobre inibidores de ciclo e ciclinas.

e Verificar se o efeito antioxidante observado nos tempos de 30, 60 e 90 minutos
(figura 20) revela que a acdo do BTCI é tempo dependente. Ou se as células
cancerigenas desta linhagem possuem a habilidade de combater os efeitos de

radicais livres em curtos periodos de tempo.

e Desenvolver estudos de sinalizacdo celular precisam para elucidar quais sdo,
além do proteassoma (SOUZA, 2010), as interacdes realizadas pelo BTCI no
espaco intra e extracelular que possibilitam o desencadeamento da morte celular,

assim como a estagnac¢do do ciclo de vida da célula.

e Estudar em meios de cultura 2D e 3D se o BTCI interfere na migracao de células
invasivas, posto que para movimentarem-se tais c€lulas precisam degradar a

matriz extracelular com proteases.
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