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RESUMO

O cancer de mama é o tipo de cancer que apresenta as maiores taxas de
incidéncia e mortalidade em mulheres no Brasil e no mundo. Atualmente, os
tratamentos existentes para esse tipo de cancer tém eficiéncia moderada e causam
efeitos colaterais severos que diminuem a qualidade de vida do paciente. Dessa forma,
existe uma busca constante por novos tratamentos e moléculas anticarcinogénicas
eficientes e ndo indutoras de efeitos colaterais severos. Diversos compostos purificados
de plantas tém seus efeitos anticarcinogénicos relatados na literatura. Dentre essas
moléculas, destacam-se os inibidores de protease da familia Bowman-Birk. O presente
trabalho teve como objetivo analisar os efeitos do inibidor de proteases da familia
Bowman-Birk BTCI, purificado de sementes de Vigna unguiculata, e de peptideos
sintéticos derivados em células de cancer de mama (MCF-7), in vitro.

O tratamento de BTCI e do peptideo com atividade de inibicdo para quimotripsina
(PCHY) em células MCF-7 por 72 horas mostraram os seguintes efeitos: reducdo do
potencial de membrana mitocondrial e da viabilidade e proliferacdo celular; aumento da
fragmentacdo de DNA; condensacdo de cromatina; e alteracdes do ciclo celular,
integridade da membrana plasmatica e morfologia das células. Os efeitos citostaticos e
citotéxicos observados no tratamento de BTCI e PCHY sugerem a inducédo da via de
morte celular da apoptose associada a ativacdo do processo de autofagia. Além de
seus efeitos anticarcinogénicos, outras caracteristicas promissoras dessas moléculas,
como elevada estabilidade (BTCI), auséncia de toxicidade para fibroblastos (PCHY),
solubilidade em solu¢cdo aquosa e auséncia de efeitos na lise de heméaceas (BTCI e
PCHY), corroboram para sua potencial utilizagdo como agentes anticarcinogénicos
alternativos ou complementares aos tratamentos convencionais empregados

atualmente para o cancer de mama.



ABSTRACT

Breast cancer is the type of cancer with the highest incidence and mortality rates
among women in Brazil and around the world. Currently, breast cancer treatments
employed have moderate efficiency and cause severe side effects which reduce the
patienfs life quality. Therefore, there is constant research for new and efficient
treatments and anticarcinogenic molecules with low or no side effects. Several purified
compounds of plants and their anticarcinogenic effects have been reported in literature.
Among these compounds, the Bowman-Birk family protease inhibitors stand out. The
objective of the present work was to analyze the effects of a Bowman-Birk family
protease inhibitor named BTCI, extracted from Vigna unguiculata seeds, and of BTCI-
derived peptides in breast cancer cells (MCF-7), in vitro.

The 72 hours treatment of BTCI and its derived peptide with chymotrypsin
inhibitor properties (PCHY) showed the following results: mitochondrial membrane
potential, cell viability, and proliferation reductions; DNA fragmentation increase;
chromatin condensation; cell cycle, plasma membrane integrity, and morphology
alterations. The cytostatic and cytotoxic effects observed in BTCI and PCHY treatments
suggested the induction of apoptosis cell death associated with autophagy activation. In
addition to their anticarcinogenic effects, other promissing characteristics of these
molecules are that they presented elevated stability (BTCI), no toxicity to fibroblasts
(PCHY), aqueous solution solubility, and no induction of erythrocytes lyses (BTCI and
PCHY). These additional properties contribute to their potential use as alternative
anticarcinogenic agents for conventional breast cancer treatments employed at the

present moment.
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1 Introducao



1.1 CANCER

1.1.1 Aspectos Gerais

O cancer é caracterizado por desordens celulares desencadeadas em funcéo de
muta¢des adquiridas no material genético. Essas mutacSes podem ser causadas por
fatores genéticos e/ou ambientais, culminando em alteragdes como a proliferacao
celular descontrolada e a invasdo dessas células para outros tecidos do corpo. E uma
patologia heterogénea que ocorre em diversos tipos celulares.

Cerca de 5 a 10% dos canceres sdo derivados de oncogenes hereditarios. O
restante dos canceres envolvem alteragdes ou danos no material genético das células
gue sdo acumulados ao longo do tempo (AICR, 2007). Devido a uma série de
alteracdes genéticas e epigenéticas, uma vasta combinacdo de mutacdes terminam por
desencadear outras patologias, tornando a cura do cancer um importante desafio para
a medicina (WEINBERG, 2007).

Em geral, o desenvolvimento do cancer ocorre lentamente, podendo formar um
tumor apenas muitos anos ap0s a exposi¢cdo ao agente carcinogénico. Esse processo €
classicamente dividido em trés estagios principais: a iniciagdo, promocdo e progressao
(Figura 1). No estagio de iniciacdo, as células apresentam alteracbes genéticas em
decorréncia da exposicdo ao agente carcinogénico, no entanto, ainda ndo é possivel
identificar o tumor clinicamente. No estadgio de promocdo, a célula afetada inicia,

lentamente, o processo de transformacdo maligna caracterizado pela expressdo de

oncogenes. Por fim, o estdgio de progressdo caracteriza-se pela proliferacdo



descontrolada e irreversivel das células formando uma massa tumoral no local. Nesse
ultimo estagio algumas células podem entrar em metéstase, ou seja, invadir a corrente
sanguinea e se instalar em outros tecidos do organismo (BRENTANI et al., 2003).
Alteracbes em vias de transducdo de sinal, importantes na regulacdo do ciclo
celular e da sobrevivéncia da célula, sdo obrigatdrios para o estabelecimento de todos
os tipos tumorais. Dessa forma, essas duas vias constituem dois pilares em comum

para o estabelecimento e desenvolvimento do cancer (EVAN et al., 2001).

NORMAL INICIACAO PROMOCAO PROCRESSAO -

Figura 1. Estagios de desenvolvimento do cancer. Iniciagdo: mutagdo genética.
Promogdo: transformacdo maligna da célula. Progressdo: proliferacdo celular
descontrolada e possivel metastase. Adaptado de:

http://hs.riverdale.k12.or.us/~dthompso/exhib_03/emilty03/cancer22.gif.

1.1.2 Proliferacdo Celular

O ciclo celular de uma célula normal é composto por quatro fases principais
(Figura 2): G1 (sintese protéica e RNA), S (replicagdo do DNA), G2 (final da replicacao

do DNA e sintese protéica) e M (mitose). Além dessas fases, existe a fase GO onde a


http://hs.riverdale.k12.or.us/~dthompso/exhib_03/emilty03/cancer22.gif

célula ndo prossegue no ciclo e fica em um estado quiescente, podendo retornar ao
mesmo apos receber estimulos para a proliferacdo (MOLINARI, 2000).

O ciclo celular possui dois pontos de checagem principais entre as fases G1/S e
G2/M. Esses pontos tém a finalidade de verificar se a célula em divisdo apresenta
tamanho adequado, nutrientes suficientes e nenhuma alteracdo na replicacdo do DNA.
Erros durante a replicacdo do DNA ocorrem, mas em sua maioria sdo reconhecidos e
reparados pela maquinaria celular. No entanto, caso ndo seja possivel reparar o erro,
vias de transducdo de sinal induzem o bloqueio no ciclo celular e a morte da célula por
apoptose. Esses mecanismos previnem a propagacdo de mutacbes ao longo das

geracdes da célula impedindo a formacao de tumores (HANAHAN, 2000).

GO: Quiescéncia ou
Diferenciacao

Crescimento celular e
Sintese protéica
Ponto de checagem:
Replicagdo completa do DN
Danos na replicacdo reparadi

Ponto de checagem:
Tamanho adequado?
Nutrientes suficientes?

Sintese

Figura 2. Fases do ciclo celular. Ao receber um estimulo para proliferagdo as
células passam da fase GO para a fase G1. Caso as condi¢gbes ambientais sejam
favoraveis, as células vdo para a fase S, onde ocorre a sintese do DNA. Apés
passar por outro ponto de checagem na fase G2, as célula se dividem, podendo
reiniciar o ciclo na presenga de outro estimulo proliferativo. Adaptado de:

http://www.unipv.it/webbio/anatcomp/freitas/2006-2007/cell_cycle.jpg.
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O ciclo celular é finamente regulado por moléculas indutoras e inibitérias que sao
ativadas ou degradadas dependendo da fase de progressdo do mesmo. Diferentes
ciclinas juntamente com quinases ciclina-dependentes (Cdks) formam complexos, de
forma ordenada e seqiiencial, controlando a passagem das células ao longo das fases
do ciclo. Em cada uma das fases, as atividades dos complexos Cdk-ciclina sé&o
reguladas por inibidores especificos (MOLINARI, 2000; DESHPANDE et al., 2005).

Células tumorais apresentam diversas alteracdes na regulagcdo do ciclo celular.
Elas proliferam independentemente de um estimulo adequado. Essa caracteristica pode
ocorrer devido a modificagbes do fator de crescimento (estimulagdo aut6crina, por
exemplo), aumento na expressdo e producdo de receptores para fatores de
crescimento ou mutacdes ocorridas nas vias de trasducdo do sinal de proliferacdo
(HANAHAN, 2000; VERMEULEN et al., 2003; MALUMBRES, 2007).

Moléculas reguladoras da transicdo da célula entre as fases do ciclo celular tém
sua expressdo e producgdo significativamente alteradas em células tumorais. Assim, as
células conseguem prosseguir no ciclo celular mesmo apresentando muta¢gdes em seu
material genético, pois também diminuem a atividade da maquinaria de reparo de DNA
(MOLINARI, 2000; WYMAN et al., 2006; MALUMBRES, 2007).

Células tumorais também modulam outros aspectos da proliferacdo celular. O
processo de replicacdo de células dipléides normais tem seu numero de divisbes
controlado, ocorrendo apenas de 60 a 70 vezes. Ao atingir esse limite, as células sao
induzidas a senescéncia e depois a morte. O numero definido de divisbes €
determinado pela extensdo dos telémeros localizados na porgcdo final dos
cromossomos, que diminuem a cada ciclo celular. Entretanto, em células tumorais, a

z

extensdo dos telémeros é estabilizada pelo aumento na expressdo de telomerase,



mantendo assim um numero infinito de replicagcdes (DESMAZE et al.,, 2003; CHEUNG

et al., 2008).

1.1.3 Morte Celular

A apoptose €& um processo biolégico de morte celular essencial para a
homeostase de um organismo. Também estd envolvida na maquinaria de defesa do
sistema imune e tem um papel fundamental na protecdo do organismo contra a
carcinogénese (FESIK, 2005; GHOBRIAL et al., 2005; JIN et al., 2005). Consiste na
autodestruicdo programada e controlada de uma célula mediante a um estimulo de
morte celular (dano no material genético ou restricdo energética, por exemplo). Em um
sistema vivo, os fragmentos celulares sdo fagocitados por células préximas sem causar
reagdes inflamatdrias no local (OKADA, 2004).

A célula apoptotica tem como algumas caracteristicas a perda do volume,
condensacdo da cromatina, degradacdo do DNA e formacdo de corpos apoptéticos
(fragmentos celulares envoltos por membrana plasmética) (MAJNO et al.,, 1995). Essas
alterac6es ocorrem em fungcdo da regulacédo de vias de transduc¢do de sinal envolvendo
proteinas anti- e pro-apoptoéticas, seguida pela degradacao proteolitica de componentes
celulares (YOULE et al., 2008).

Caspases sdo as principais enzimas participantes do processo de ativacdo da
apoptose. Elas clivam substratos vitais da células causando alteragdes bioquimicas e
morfologicas caracteristicas desse processo de morte celular (GHOBRIAL et al., 2005).
A clivagem da lamina nuclear causa a condensacdo da cromatina e diminuicdo do

volume do nacleo. A desativacdo de inibidores de endonucleases induzem a
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fragmentacdo do DNA. Proteinas do citoesqueleto também sao clivadas pelas caspases
induzindo alteracdes na morfologia (SAVILL et al., 2000).

A apoptose pode ser ativada por duas vias principais (Figura 3). A via extrinseca
inicia-se com a interacdo de ligantes especificos aos receptores de apoptose
localizados na superficie da membrana plasmética desencadeando a ativacao de
caspases. A via intrinseca € iniciada apds alteracbes funcionais e/ou estruturais
ocorridas na mitocondria desencadeando a liberacdo de moléculas sinalizadoras

responsaveis por ativar as caspases (IGNEY et al., 2002).

1

Substratos

Figura 3. Vias de ativagdo da apoptose.
Adaptado de IGNEY et al., 2002.

Alteracdes no material genético, aumento na expressao de oncogenes e em

fatores de crescimento induzem a célula a apoptose. No entanto, células tumorais,
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apesar de apresentarem danos no material genético, conseguem alterar a sinalizacéo
da apoptose e prosseguir na via de proliferacdo celular (FESIK, 2005; GHOBRIAL et al.,
2005; JIN et al.,, 2005). A via de sinalizacao da proteina P53, dentre outras funcdes,
articula a expressédo e atividade de moléculas bloqueadoras do ciclo celular e a inducéo
da apoptose. Essa via € bloqueada em aproximadamente 50% dos tipos de cancer que,
dessa forma, impedem a ativacdo da mesma (CHIPUK et al, 2006).

Destacam-se como outros mecanismos de resisténcia a apoptose presentes no
cancer: o aumento na expressao de proteinas anti-apoptoticas e mutagcao/supresséo
das prd-apoptdticas, além de alteracdes na expressao de receptores transmembrana
sinalizadores de apoptose fazendo com que a célula ndo seja reconhecida por linfécitos

e escape da morte induzida pelo sistema imune (IGNEY et al., 2002).

1.2 CANCER DE MAMA

1.2.1 Incidéncia e mortalidade no Brasil e no mundo

O cancer estd incluido entre as principais causas de morte mundial. Dados
mundiais para o ano de 2002 estimaram a incidéncia de aproximadamente 11 milhdes
de novos casos, 7 milhdes de mortes e 25 milhdes de pessoas vivendo com cancer
(PARKIN et al.,, 2005). Boletins publicados pela Organizacdo Mundial da Saudde
mostram que de um total de 58 milh6es de mortes em todo o mundo em 2005, o cancer
foi responsavel por 7,6 milhdes, ou seja, 13 %. Estima-se que, em 2020, o numero de

novos casos anuais seja da ordem de 15 milhdes (WHO - World Cancer Report, 2003).



O Brasil apresenta significativas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer.
Essa patologia estd entre as principais causas de morte por doengas no pais, ocupando
0 segundo lugar (Figura 4) (AICR, 2007). As estimativas para 0 ano de 2008, validas
também para o ano de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 novos casos de cancer

(INCA, 2007).

Porcentagem de morte

Doencas Cardiovasculares

Doencas Respiratdrias

Figura 4. Porcentagem das principais causas de morte por
doencas no Brasil. Adaptado de AICR, 2007.

O céancer de mama é o segundo tipo de céncer mais freqlente no mundo.
Estimativas registraram, para o ano de 2002, aproximadamente 1,15 milhGes de novos
casos, com previsdo de 1,5 milhdes de casos para 2010 (PARKIN et al., 2005). Suas
taxas de mortalidade ocupam o quinto lugar em relacdo a todos os tipos de cancer
(14%). Entre as mulheres, o cancer de mama € o tipo de cancer mais freqiiente (23%) e
responsavel pela maior taxa de mortalidade com relacdo a outros tipos de cancer
(PARKIN et al., 2005; AICR, 2007).

No Brasil, as taxas de incidéncia e mortalidade desse tipo de cancer apresentam

o mesmo perfil mundial. O nimero de novos casos de cancer de mama esperados para



0 ano de 2008 é de 49.400. A incidéncia do cancer de mama ocorre principalmente nas
regides Sudeste, Sul, e Centro-Oeste (Figura 5). Entre as capitais, Brasilia ocupa o
quinto lugar de maior incidéncia desse tipo de cancer (INCA, 2006), com estimativa de

660 novos casos para o0 ano de 2008 (INCA, 2007).

Mulheres

|8 46,77 a92,77
| 29,92 a 46,76
£ 16,82a2991

9,74 a 16,81

Figura 5. Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer
de mama por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2008, segundo
Unidade de Federacgdo. INCA, 2007.

1.2.2 Aspectos Gerais e Tratamentos

O tecido mamario contitui-se basicamente de gordura, tecido conjuntivo e tecido
glandular. Esse tecido age em resposta a horm6nios como estrégeno, progesterona,
insulina e fatores de crescimento. Seu desenvolvimento ocorre principalmente nos
periodos da pubertade, gravidez e lactagdo. Apdés a menopausa, ocorre a atrofia do

tecido (AICR, 2007).



O cancer de mama é caracterizado por uma proliferagdo descontrolada de
células das glandulas mamaérias. Durante o processo de metastase as células malignas
sao freqlentemente encontradas em nodulos linféides préximos a mama, mas que
também podem se instalar em ossos, figado, pulmdes e cérebro. Os principais sintomas
de cancer de mama sédo: presenca de nddulos que persistem ao longo de todo o ciclo
menstruai; diferentes formas e sensibilidade da mama e secre¢cdes do mamilo (NIH,
2005). Apesar de raro, esse tipo de cancer também pode ocorrer em homens
(GIORDANO et al., 2004).

Os fatores de risco para o cadncer de mama néo sdo bem conhecidos. Apesar
disso, pesquisadores identificaram caracteristicas comuns entre mulheres que
desenvolvem a doenca. Cerca de 4 a 9% dos casos de cancer de mama sao
hereditarios e geralmente causados pela mutagdo nos genes das proteinas BRCALl e
BRCA2 (AICR, 2007). Os fatores de risco atribuidos para o restante dos casos sao:
idade acima de 60 anos; historico familiar da doencga; cor de pele branca; falta de
atividade fisica; excesso de peso; dieta; horménios exdgenos (contraceptivos e terapia
de reposicdo hormonal); menarca precoce; menopausa tardia; nuliparidade; primeira
gravidez tardia (acima dos 30 anos) e consumo de alcool e tabaco (BOFFETTA et al.,
2006; AICR, 2007; LESTER et al., 2007).

O exame clinico das mamas e a mamografia sao os métodos mais
recomendados para o diagnoéstico precoce da doenca. Quando detectado em estagios
iniciais, o cancer de mama apresenta um bom prognostico com taxa de sobrevivéncia
de 65%. Apesar disso, no Brasil, as taxas de mortalidade por esse tipo de cancer
continuam elevadas, provavelmente porque a doenca ainda € diagnosticada em

estagios avancados (INCA, 2007).



Os tratamentos mais utilizados atualmente sao: cirurgia, quimioterapia,
radioterapia, terapia hormonal e a imunoterapia. A aplicacdo dos tratamentos varia de
acordo com o estagio de desenvolvimento e localizagdo do tumor.

A cirurgia consiste na remocédo total ou parcial da mama e de nddulos linfaticos
adjacentes, podendo causar diversos efeitos colaterais como: diminuicdo da auto-
estima devido a mutilagcdo do 6rgao; fraqueza no braco adjacente a cirurgia e suor nas
maos (NIH, 2005).

A radioterapia é um tratamento n&o-invasivo indicado principalmente para
pacientes submetidas a cirurgia visando evitar a recorréncia do tumor. Tal terapia utiliza
raios X ou gamma com alta energia que séo direcionados para o local do tumor/cirurgia.
A energia empregada deve ser alta o suficiente para causar danos que garantam a
eliminacdo de todas as células tumorais. No entanto, essa radiacdo também incide em
células normais (BUCCI et al, 2005). Os principais efeitos colaterais sao secura e
vermelhiddo na area tratada e cansaco apds o tratamento (NIH, 2005).

A quimioterapia consiste no uso de drogas aplicadas endovenosamente que
atingem preferencialmente células com elevadas taxas de mitose, ou seja, as células
cancerigenas. No entanto, outras células normais do organismo com elevadas taxas de
mitose também sdo afetadas (WEINBERG, 2007). Os efeitos colaterais desse
tratamento variam de acordo com o tipo de droga utilizada. Alguns efeitos consistem: na
morte de células sanglineas, alopecia (queda de cabelo), alteragdes gastrintestinais
(nduseas, vomito e diarréia), perda de apetite e infertilidade (NIH, 2005).

A terapia hormonal consiste na diminuicdo da producdo de hormdnios
importantes para o desenvolvimento da célula tumoral, como o estrogeno.

Aproximadamente 50 a 70% das mulheres com cancer de mama apresentam células



com expressdo de receptores de estrogeno aumentada (WEINBERG, 2007). Os
principais medicamentos de escolha sdo moduladores da expressdo de receptores ou
da sintese de estrogeno (LESTER et al., 2007). Alguns efeitos colaterais desse
tratamento s&o: nauseas, irregularidade nos periodos menstruais, altera¢cbes do
endomeétrio, diminuicdo do libido, dores de cabeca, calores intensos e vagina ressecada
(NIH, 2005).

A imunoterapia baseia-se na utilizacdo de anticorpos monoclonais especificos
contra proteinas de células tumorais, auxiliando o sistema imune no combate contra as
células cancerigenas. Dores de cabeca, febres, nduseas, diarréias, danos no coracéo e

pulméo séo alguns dos efeitos colaterais da terapia (NIH, 2005).

1.2.3 Eficiéncia dos tratamentos atuais para cdncer e busca de novas alternativas

Aproximadamente 60% dos pacientes submetidos a tratamentos com
radioterapia, cirurgia e quimioterapia (realizados em combinacdo) apresentam chances
de cura (BURNET et al, 2000). Os tratamentos que utilizam quimioterapia e
radioterapia matam células tumorais induzindo apoptose. No entanto, poucos canceres
sdo sensiveis a essas terapias devido a desconexdes existentes na via apoptética, e
terminam por adquirir resisténcia ao tratamento (IGNEY et al., 2002). No tratamento de
tumores de mama com o quimioterapico doxorrubicina, a resisténcia foi observada
pouco tempo apés o inicio de tratamento (AAS et al.,, 1996). A resisténcia a morte
celular € um dos principais problemas enfrentados no tratamento do céancer hoje

(GONZALEZ-ANGULO et al., 2007).



Apesar do desenvolvimento de novas técnicas para a utilizacdo mais eficaz das
terapias citadas, efeitos colaterais severos, como citados no item 1.2.2, contribuem para
0 aumento significativo das taxas de morbidade nos pacientes. Atualmente, ha uma
intensa busca por moléculas potencialmente efetivas contra o desenvolvimento do
cancer e ndo-indutoras de efeitos colaterais severos.

Aproximadamente, um quarto de todos os medicamentos fabricados e cosumidos
hoje possuem substancias derivadas de plantas. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude, de 252 medicamentos considerados béasicos e essenciais, 11% sao
exclusivamente extraidos de plantas e outra importante propor¢cdo sdo derivados de
precurssores naturais extraidos de plantas (RATES, 2001). As plantas tém sido
descritas como uma das principais fontes de novas moléculas anticarcinogénicas.
Substancias anticarcinogénicas ja empregadas na clinica como etoposide e vimblastina
foram purificados de Podophyllum peltatum e Vinca rosea, respectivamente (NEWMAN
et al., 2000).

A importancia de compostos extraidos de plantas chamou a atencédo do Instituto
Nacional do Cancer dos EUA que, entre 1960 e 1982, realizaram testes
anticarcinogénicos com mais de 35.000 amostras de plantas (MANN, 2002). Apesar do
potencial efeito citotéxico desses compostos contra células de cancer, muitos deles
ainda apresentam efeitos colaterais severos (MORTIMER et al.,, 1999; CELLA et al.,
2006). Sendo assim, a busca por novas moléculas anticarcinogénicas extraidas de
plantas ainda continua. Plantas consumidas normalmente na dieta dos seres humanos
contém diversas moléculas com potencial anticarcinogénico com chances de néo

causar efeitos colaterais severos (KENNEDY, 1998 a).



Evidéncias epidemiolégicas indicam que o consumo de plantas da familia
Leguminosae (feijdes, ervilhas, soja) estdo associados a baixas taxas de incidéncia e
mortalidade por cancer, especialmente para os canceres de mama, collon e préstata
(KENNEDY, 1998 a). Dentro desse contexto, moléculas purificadas de sementes de
plantas da familia Leguminosae, com destaque para os inibidores de protease, tém sido

investigadas (KENNEDY, 1998 b; KELLOF et al., 2000).

1.3 INIBIDORES DE PROTEASE

1.3.1 Aspectos Gerais

Inibidores de protease sdo encontrados em microorganismos, plantas e animais.
Eles apresentam um importante papel na regulacdo de vias metabdlicas onde
proteases sdo um dos principais componentes. Nas plantas, inibidores de protease sao
comumente descritos como componentes importantes na defesa contra ataques de
predadores e infec¢des por microorganismos, ambos associados a atividade de
proteases (CARLINI et al.,, 2002). Em vertebrados, os inibidores de protease tém um
papel na manutencdo da homeostase do organismo regulando proteases do sistema
imune, da cascata de coagulacdo, da matriz extracelular, da digestdo de alimentos, da
embriogénese e do sistema nervoso. As proteases inibidas estdo geralmente
relacionadas a vias dependentes de atividade proteolitica e transducédo de sinal, como
as vias reguladoras de degradacdo tecidual, de apoptose, de proliferacdo e de

viabilidade celular e de expresséo génica (JOANITTI et al., 2006).



Inibidores de protease naturais foram classificados em mais de 30 familias
diferentes (RAWLINGS et al., 2004). Nao existe um consenso na escolha do nome mais
apropriado para descrever os inibidores, mas a maioria dos autores prefere agrupa-los
de acordo com suas proteases alvo. Portanto, os grupos e familias de inibidores séo
nomeados de acordo com o principal elemento envolvido no sitio catalitico de suas
proteases alvo, como exemplo, os inibidores de serino-, cisteino-, aspartico- ou metallo-
proteases (LASKOWSKI et al., 2000).

Os inibidores de serinoproteases apresentam um sitio reativo exposto que é
mantido em uma conformacdo similar aguela do substrato das enzimas que eles inibem,
sendo tal conformacdo estabilizada por ligacdes dissulfeto (LASKOWSKI et al., 2000).
Sabendo-se que os inibidores de serinoproteases sdo amplamente distribuidos na
natureza, e considerando-se suas caracteristicas estruturais e funcionais, eles foram

divididos em diversas familias, dentre as quais destaca-se a familia Bowman-Birk.

1.3.2 Familia Bowman-Birk

Membros da familia Bowman-Birk sdo abundantemente encontrados em
sementes de plantas da familia Leguminosae (QI et al.,, 2005). O nome dessa familia de
inibidores faz referéncia aos primeiros pesquisadores a isolarem e caracterizarem um

de seus membros: BOWMAN (1946) e BIRK (1963).

Os inibidores de proteases da familia Bowman-Birk (IPBBIs) sdo moléculas

pequenas apresentando de 60 a 90 residuos de aminoéacidos e 8 a 10 kDa de massa



molecular. Em sua maioria, os IPBBIs inibem principalmente tripsina e quimotripsina
(serinoproteases). Apresentam uma rede de ligacdes dissulfeto (5 a 7 ligagbes) que

confere maior estabilidade e rigidez as moléculas (CLEMENTE et al., 2006).

Adicionalmente, as ligacdes dissulfeto conferem um padrdo simétrico ao inibidor
onde dois sitios reativos estdo localizados em regides opostas na molécula. Esses
sitios podem ser utilizados simultaneamente, permitindo que o inibidor atue sobre duas
proteases alvo ao mesmo tempo (Figura 6), sem mudancga significativa da estrutura do
inibidor. Os sitios reativos adotam uma conformagdo canénica que é similar ao
substrato da protease (BODE et al., 2000). LigagBes ndo-covalentes levam a inativagédo
da protease ap0Os a interagdo da mesma com o inibidor (CLEMENTE et al., 2006).
Recentemente, foram identificados inibidores da familia Bowman-Birk com apenas um

sitio reativo (QI et al., 2005).

Figura 6. Estrutura geral de um inibidor de serinoproteases da familia Bowman-Birk. A)
Destaque para as ligagdes dissulfeto (amarelo) e sitios reativos para a tripsina (vemelho)
e quimotripsina (verde) (PDB: 2G81). B) Inibicdo simultidnea de duas serinoproteases por

um inibidor Bowman-Birk (azul). Extraido de: http://opm.phar.umich.edu/?images=all.

Um dos membros mais estudados dessa familia € o Bowman-Birk Inhibitor (BBI),

também denominado de “BBI classico” (Ql et al, 2005). O BBl é um inibidor purificado


http://opm.phar.umich.edu/?images=all

de sementes de soja (Glycine max), com baixa massa molecular (aproximadamente 8
kDa) e alta estabilidade em diferentes condicdes de temperatura e pH. Esse inibidor é
formado por uma cadeia de 71 residuos de aminoacidos com sete ligagGes dissulfeto
(BIRK, 1985).

Além do BBI, outros membros dessa familia jA foram purificados de diferentes
leguminosas e caracterizados estrutural e funcionalmente. Black-eyed pea trypsin
chymotrypsin inhibitor (BTCI) é um IPBBI purificado de sementes de Vigna unguiculata
(feijao-de-corda) por VENTURA e XAVIER (1966). E uma proteina globular de cadeia
Unica com 83 residuos de aminoacidos (MORHY e VENTURA et al.,, 1987). Estudos
relacionados a determinacdo de aspectos termodindmicos e estruturais do BTCI vém
sendo realizados extensivamente (FACHETTI et al, 1984; FREITAS et al, 1997,
FREITAS et al., 1999; SILVA et al., 2005; BARBOSA et al., 2007). E uma molécula que
apresenta sete ligacdes dissulfeto e dois sitios reativos diferentes e independentes
responsaveis pela inibicdo de quimotripsina e tripsina, respectivamente (XAVIER-FILHO
et al,, 1988). Além disso, € considerado estavel, mantendo sua atividade de inibicdo em
temperaturas de até 95°C e em uma variacdo de pH de 3 a 11 (SILVA et al.,, 2000). O
BTCI é estrutural e funcionalmente semelhante ao BBI classico (Figura 7). Segundo
calculos realizados em um servidor de andlise de proteinas (SSAP Server, 2008),
comparacdes da identidade de seqiiéncia de aminoacidos e da sobreposi¢cao estrutural

entre BBI classico e BTCI sdo de 75% e 95% respectivamente.



Figura 7. Estrutura do inibidor da familia Bowman-Birk BTCI. A) Destaque para as
ligacbes dissulfeto (amarelo) e sitios reativos para a tripsina (vermelho) e quimotripsina
(verde) (PDB: 2G81). B) Sobreposicdo das estruturas do BBI classico (amarelo, PDB:
1BBI) e BTCI (azul): identidade da sequéncia de residuos de aminoacidos e sobreposicédo

estrutural de 75 e 95%, respectivamente (SSAP Server, 2008).

1.3.3 Inibidores de protease como agentes anticarcinogénicos

Os inibidores de protease estao relacionados a mdultiplas aplicagbes potenciais
em areas econbmicas e médicas (FEAR, 2007; PANDEY et al.,, 2007). Nas ultimas
décadas, a aplicagcdo dos inibidores de protease tém sido estudada em contextos como
a agricultura, doencas do sistema imune, infecgBes por microorganismos e virus,
hemostasia e cancer (JOANITTI et al., 2006).

Esses inibidores sdo agentes potenciais para atuar em diversas etapas da
carcinogénese, como na transformacdo maligna, na atividade proteolitica alterada, na
angiogénese, no crescimento tumoral e na metastase (Figura 8) (JOANITTI et al.,

2006).



Transformagéo Proliferagéo celular e

maligna da célula crescimento do tumor
(*) Célula normal f 1 Matriz extracelutar
Cf)  Célulatumoral Membrana basal
Prevencéo | Supresséo j ; Vaso sanguineo

Figura 8. Potenciais sitios de atuacdo dos inibidores de protease no processo de

carcinogénese. Adaptado de JOANITTI et al., 2006.

1.3.3.1 Atuacédo na transformacdo maligna

Diversos inibidores de protease naturais foram descritos como agentes
importantes para a prevencdo da transformacdo maligna celular (KENNEDY, 1998 b;
BURTON et al., 1999). Proteases apresentam papel central na regulacdo da expresséo
génica. Varios trabalhos tém indicado que inibidores de protease naturais interrompem
o processo de transformacdo maligna revertendo a expressdo de proto-oncogenes (c-
myc, c-fos) (ST CLAIR et al, 1991; DITTMANN et al., 2003). A proteina c-Fos, por

exemplo, esta envolvida na regulacdo de diversos genes de proteases como a



colagenase e metalloproteases relacionadas ao processo da metastase (HU et al.,

1994).

A transformacdo maligna da célula também pode ocorrer no tratamento de
radioterapia. Experimentos mostram que inibidores de protease naturais podem atuar
como agentes protetores para células normais expostas a radiacdo durante o
tratamento com radioterapia (GUEVEN et al,, 1998; DITTMANN et al, 2003;
DITTMANN et al., 2005). Adicionalmente, esses inibidores também previnem a queda
de cabelo e a perda de peso dos animais submetidos a esse tratamento (KENNEDY,

1998h).

1.3.3.2 Atuacao nos processos de crescimento, vascularizagdo e metastase

A angiogénese € um processo caracterizado pelo desenvolvimento de novos
vasos sanguineos a partir de outros pré-existentes. A angiogénese acentuada ocorre no
cancer para que o tumor mantenha um suporte nutricional adequado diante sua alta
taxa de proliferacdo. Além disso, estd relacionada a “rotas de escape" para células
metastaticas (SCHNEIDER et al.,, 2005; FEAR, 2007). Esse processo é regulado por
diversos fatores, dentre eles, enzimas proteolitcas como as serino e as
metalloproteases (FOX et al., 2001; NOEL et al., 2004).

Nessa patologia, a expressdo acentuada de proteases em células tumorais
estimula o crescimento celular e a metastase (KOBLINSKI et al., 2000; GOLUBKOV et

al.,, 2007), atuando na degradacdo e remodelamento da matriz extracelular e



desempenhando papel importante na regulacdo e processamento de receptores de
membrana relacionados ao crescimento tumoral (NYBERG et al.,, 2006; JOYCE et al.,
2004).

Nesse contexto, inibidores de protease naturais podem ser utilizados como
agentes efetivos na inibicdo de proteases envolvidas nos processos da carcinogénese
descritos acima. Estudos demonstram que a utilizacdo desses inibidores em células
tumorais pode suprimir ndo sé a metastase, mas também o crescimento tumoral e a

neovascularizacdo (NOEL et al., 1998; FEAR, 2007).

Os IPBBIs sao moléculas potencialmente importantes para o desenvolvimento de
novos tratamentos preventivos e terapéuticos contra o cancer (FERNANDES et al,
1995; KENNEDY, 1998 a; KENNEDY, 1998 b; CLEMENTE etal., 2005). O BBI classico
pode suprimir a carcinogénese em uma variedade de modelos de estudo in vitro e in
vivo. Em 1992, esse composto foi considerado um agente anticarcinogénico pelo érgao
internacional Food and Drug Administration. Recentemente, ensaios clinicos com o BBI
na forma de BBIC (concentrado de extrato de soja enriquecido com BBI) vém sendo
realizados (KENNEDY, 1998 a). Dentre eles, destacam-se a avaliacdo da atividade
preventiva e anticarcinogénica do BBIC em pacientes com leucoplasia oral (lesao pré-
maligna de céncer de boca) e cancer de préstata. As duas primeiras fases do ensaio
clinico realizado em leucoplasia oral mostraram que o BBIC resultou na redugdo dose-
dependente da lesdo, chegando a uma reducéo total, sem constatacdo de toxicidade ou
efeitos colaterais severos (ARMSTRONG et al.,, 2000 a; ARMSTRONG et al., 2000 b;

MEYSKENS, 2001).



Ainda ha muito a ser explorado no estudo de IPBBIs como agentes
anticarcinogénicos. Cosiderando-se apenas publicagbes cientificas de conteldo
original, somente cerca de 55 artigos foram publicados sobre esse assunto no periodo
entre 1981 e 2007. Entre esses artigos, aproximadamente 65% descrevem os IPBBIs
como agentes preventivos, ou seja, agentes com efeitos de impedir ou minimizar a
incidéncia de cancer induzido por radiacdo ou reagente quimico. Artigos sobre IPBBIs
como agentes terapéuticos, ou seja, agentes com efeitos citostaticos e/ou citotoxicos
em células tumorais estabelecidas, compreendem 35% dos trabalhos publicados

(Figura 9).

Agente Reventivo Agente Terapéutico Ba classico

Figura 9. Publicagdes cientificas de conteddo original
relacionando inibidores de protease da familia Bowman-Birk
e cancer publicados entre os anos de 1981 e 2007. Pesquisa
realizada no site de pesquisa de publicagdes cientificas
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) com as
palavras: Bowman and Birk and cancer. Revisoes,
comentarios e artigos ndo relacionados foram excluidos da

contagem.

Adicionalmente, a maioria das publicacdes (aproximadamente 47) referem-se ao
BBI classico. Portanto, considerando-se o potencial de aplicabilidade desses inibidores

no cancer, mais trabalhos visando a identificacdo e avaliacdo de outros representantes
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de IPBBIs que possam atuar como agentes anticarcinogénicos terapéuticos precisam
ser realizados.

Nesse contexto, o BTCI é um potencial candidato a ser avaliado como agente
anticarcinogénico terapéutico. Apesar desse composto ser um IPBBI amplamente
caracterizado sobre seus aspectos estruturais e funcionais, até o presente momento,
nenhum estudo foi realizado sobre sua atuac&o no cancer. O BTCI apresenta estrutura
e atividade inibitéria semelhante ao BBI classico (Figura 7). Essa semelhanca permite

hipotetizar que ele também possa apresentar atividade anticarcinogénica.

1.4 PEPTIDEOS DERIVADOS DE MOLECULAS NATURAIS

Muitas drogas anti-tumorais e anti-infecciosas comercializadas utilizam
compostos naturais diretamente extraidos e purificados a partir de plantas selvagens ou
cultivadas. Devido a sucessivas extracfes e aos processos de purificacdo para isolar
compostos de interesse, muitas espécies vegetais tém sido ameacadas de extingdo
(RATES, 2001). Além desse risco, o tempo requerido, a dificuldade de extracdo e a
obtencdo de elevadas quantidades de compostos naturais sdo considerados no preco
do medicamento, tornando-o caro e pouco acessivel para a maioria da populacgédo
(HAMBURGER et al., 1991).

O desenho e a sintese quimica de novas drogas, tendo como molde moléculas
naturais, € uma area de pesquisa crescente. Além de manter a preservagdo da
biodiversidade, avancos desenvolvidos nessa area trazem importantes vantagens

como: obtencdo de grandes quantidades de amostra em curto espaco de tempo, melhor



controle dos graus de pureza, producdo e qualidade do produto e reducdo dos custos
de producdo (HAMBURGER et ai.,, 1991; LATHAM, 1999; MANN, 2002; RATES, 2001).

Considerando seu amplo potencial de aplicacdo na medicina (JOANITTI et ai.,
2006; FEAR, 2007; PANDEY et al, 2007), especialmente como agentes
anticarcinogénicos, os inibidores de proteases isolados de piantas tém sido utilizados
como moldes para o desenho e sintese de peptideos biologicamente ativos. Um dos
objetivos dessa pesquisa € a reducdo de tamanho e a simplificagdo da estrutura dos
inibidores de protease para elementos estruturais minimos (GUTTE, 1995; KASHER et
al., 1999; MCBRIDE et al., 2002). O emprego de peptideos derivados de inibidores de
protease facilita o estudo para a otimizacao de especificidade e afinidade na inibicdo de
determinadas proteases (VITA et al., 1997; CLEMENTE, 2006). A partir dos residuos de
aminoacidos presentes em um peptideo ativo, € possivel criar uma biblioteca de
combinacbes e baseando-se nela, encontrar peptideos potencialmente melhores que os
originais. Adicionalmente, a identificacdo e desenvolvimento de novas estruturas
apresentando propriedades terapéuticas que nao haviam sido atribuidas para os
compostos originais também podem ser encontradas (HAMBURGER et al., 1991;
MCBRIDE et al., 2001).

Diversos trabalhos foram publicados descrevendo a sintese de peptideos
derivados de IPBBIs que preservaram atividade inibitéria e estrutura conformacional
muito semelhante a molécula de origem (NISHINO et al., 1975; ANDO et al., 1987;
DOMINGO et al., 1995; MCBRIDE et al., 2001; BRAUER et al., 2002; CLEMENTE,
2006; FERNANDEZ et al, 2007). Curiosamente, peptideos semelhantes aos

sintetizados também foram encontrados na natureza. Um trabalho recente isolou um



peptideo presente em girassol (SFTI-1) com sitio reativo correspondente ao do BBI
classico (LUCKETT et al., 1999).

A continuacdo dos estudos de peptideos derivados de inibidores de protease
permitirdo aperfeicoar o processo de desenvolvimento e sintese de novas drogas
(JOANITTI et al, 2006), incluindo aquelas com caracteristicas anticarcinogénicas
(LEUNG et al.,, 2000). Apesar dos avang¢os nos estudos dessa area, resultados de
peptideos derivados de IPBBIs com efeitos anticarcinogénicos ainda ndo foram

publicados.






Atualmente, os tratamentos empregados para o cancer de mama tém eficiéncia
moderada e causam efeitos colaterais severos que diminuem a qualidade de vida do
paciente (BURNET et al, 2000; NIH, 2005). Nesse contexto, existe uma busca
constante por novos tratamentos e moléculas anticarcinogénicas eficientes e nao
indutoras de efeitos colaterais severos. Dentre diversos compostos anticarcinogénicos
purificados a partir de plantas, os IPBBIs tém se destacado (JOANITTI et al., 2006).

Os IPBBIs sdo moléculas potencialmente importantes para o desenvolvimento de
novos tratamentos preventivos e terapéuticos contra o cancer. Eles podem suprimir a
carcinogénese em uma variedade de modelos de estudo in vitro, in vivo e em ensaios
clinicos com auséncia de toxicidade ou efeitos colaterais severos (FERNANDES et al.,
1995; KENNEDY, 1998 a, KENNEDY, 1998 b; ARMSTRONG et al, 2000 g
CLEMENTE et al., 2005).

Apesar desses resultados promissores ainda ha muito a ser explorado no estudo
de IPBBIs como agentes anticarcinogénicos. Entre apenas 55 artigos originais
publicados sobre esse assunto, no periodo entre 1981 e 2007, a minoria relatou efeitos
anticarcinogénicos terapéuticos para os IPBBIs (Figura 9). Além disso, a maioria dos
trabalhos referiu-se apenas ao BBI classico. Sendo assim, a avaliacdo de outros
membros de IPBBIs que possam atuar como agentes anticarcinogénicos terapéuticos
precisam ser realizados. O BTCI é um potencial candidato para essa avaliagcdo. Além,
de ndo haver nenhum estudo sobre a atuacdo do BTCI no cancer, a semelhanca
estrutural e funcional entre BTCI e BBI classico permite hipotetizar que ele também

possa apresentar atividade anticarcinogénica (Figura 7).



Com estudos sobre a estrutura e atividades de IPBBIs naturais, novas drogas
contra o cancer podem ser projetadas. Os resultados dessas pesquisas sao
promissores para a sintese de novos peptideos que, além de manter ou intensificar os
efeitos anticarcinogénicos ja descritos para os IPBBIs, possam ser produzidos em
grandes quantidades com custos de producdo reduzidos e em curto espaco de tempo
(HAMBURGER et al., 1991; MCBRIDE et al.,, 2001). Apesar dos avan¢os nos estudos
dessa area, resultados de peptideos derivados de IPBBIs com efeitos
anticarcinogénicos ainda néo foram relatados na literatura.

Diante da justificativa exposta acima, o presente trabalho visa analisar os efeitos
anticarcinogénicos terapéuticos do BTCl e de peptideos derivados utilizando como
modelo de estudo células de céncer de mama, considerada uma das neoplasias

malighas mais frequientes e agressivas no Brasil e no mundo.



3. Objetivos



3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos citostaticos e citotéxicos do inibidor de proteases da familia

Bowman-Birk - BTCI - e de peptideos derivados em células de cancer de mama da

linhagem MCF-7.

3.2 Objetivos especificos

* Analisar a atividade de inibicdo de proteases de dois peptideos derivados do

BTCIl: PTRY e PCHY.

 Analisar os efeitos citostaticos e citotéxicos de BTCI, PTRY e PCHY em células

de cancer de mama.

« Determinar a citotoxicidade de BTCI, PTRY e PCHY em células de fibroblastos

normais e hemacias.



4. MateriaCe iMeéetodos



4, MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos, materiais e reagentes utilizados

Equipamentos
Balanca Analitica Modelo AA-200
Céamara de Neubauer
Céamera digital
Centrifuga Himac CR 21
Centrifuga Mikro 22 R
Citbmetro de fluxo (FACSCallibur)
Coluna cromatogréfica (3,5 x 23 cm)
Espetrofotdmetro Modelo V-530
Estufa
Fluxo Laminar
Homogeneizador
Leitora de Microplaca Modelo 3550-V
Liquidificador
MALDI-TOF/MS UltraFlex I
Microscépio de fluorescéncia Axioskop
Microscépio de luz invertido
Microscépio eletrénico de transmissao
pHgémetro Accumet Basic AB 15
Ultramicrétomo

Materiais
Criotubos
Frascos de Cultura
Lamina
Laminula

Membranas com poros de 0,22 uM
Membranas de didlise

Papel filtro

Papel indicador de pH

placas de 96 pocos

Placas de cultura de células
Tubos Falcon de 15 e 50 mL

Fabricante

Denver Instrument Company, EUA
C. A. Hausser & Son, EUA

Zeiss, ALE

Hitachi Koki Co., JAP

Andreas Hettich GmbH & Co KG, ALE
Becton & Dickenson, EUA

BioRad, EUA

JASCO, JAP

Tecnal, BRA

Veco, BRA

Quimis Aparelhos Cientificos, BRA
BioRad, EUA

Metalurgia SIEMSEN, BRA

Bruker Daltonics, ALE

Zeiss, ALE

Unico, EUA

Jeol JEM, modelo 1011, JAP
Fisher Scientific, EUA

Reichert modelo Supemova, EUA

Fabricante

TPP, ALE
TPP, ALE
Perfecta, BRA
Perfecta, BRA
TPP, ALE
BioRad, EUA
J Prolab, BRA
Whatman, ALE
TPP, ALE
TPP, ALE
TPP, ALE



Acetato de uraniia

Acetona

Acetonitrila

Acido acético

Acido Cloridrico

Acido tricloroacético (TCA)

Acido trifluoroacético

acido a-cyano-4-hidroxi- cinamico
Albumina Sérica Bovina (BSA)

Antibiético (Penicilina e Estreptomicina)

Azul Tripan

Bicarbonato de Sddio

Cacodiato de sodio

Citrato de Sdédio

Cloreto de Calcio

Cloreto de Sddio

DEAE-celulose

Dimetilsulfoxido (DMSO)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's
Medium

Ferricianeto

Fosfato de Potassio Monobasico
Glutaraldeido

Hidréxido de Sadio

lodeto de Propidio

MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide

N - glutaryl - L - phenylalanine - p -
nitroanilide : GPNA

Na-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide

hydrochloride -BAPNA
Paraformaldeido

PMSF

Quimotripsina (alpha)
Resina Spurr

Rodamina 123

Sacarose

Soro Fetal Bovino

Sulfato de amdnio

Tampéo fosfato-salina (PBS)
Tetroxido de 6smio

Tripsina

Electron Microscopy Sciences, EUA
Electron Microscopy Sciences, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA

Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
Sigma-Aldrich Co., EUA

Bruker Daltonics, ALE
Sigma-Aldrich Co., EUA

Gibco, USA

Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA

Electron Microscopy Sciences, EUA
Invitrogen, EUA

J. T. BAKER, EUA

J. T. BAKER, EUA

Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., EUA

Gibco, USA

Electron Microscopy Sciences, EUA
Sigma-Aldrich Co., USA

Electron Microscopy Sciences, EUA
Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
Invitrogen, EUA

Invitrogen, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA

Sigma-Aldrich Co., EUA

Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
Roche Applied Science, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA

Electron Microscopy Sciences, EUA
Invitrogen, EUA

J. T. BAKER, EUA

Gibco, USA

Sigma-Aldrich Co., USA

Laborcllin, BRA

Electron Microscopy Sciences, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA



Reagentes (continuacgao) Fabricante

Tripsina-EDTA (0,25 e 0,02 % ) Gibco, USA
Tris Merck, ALE
Triton X-100 Merck, ALE

4.2 Desenho Experimental (resumo esquematizado da metodologia)

Purificacdo de BTCI e obtencédo de peptideos derivados do mesmo

Ensaio de atividade inibitoria Tratamento em células Ensaio hemolitico
Efeitos citostaticos Efeitos citotéxicos pH
Proliferagédo celular Viabilidade celular

Ciclo celular Fragmentacdo de DNA

Morfologia do nucleo celular

Potencial de membrana mitocondrial

Integridade da membrana plasmatica

Morfologia celular



Sementes matrizes de feijdo-de-corda da espécie Vigna unguiculata (variedade
Seridd), foram obtidas do banco de sementes mantido pelo Departamento de
Bioquimica da Universidade de Fortaleza. Parte das sementes foi estocada a 4°C e a
outra parte foi plantada na Estacdo de Biologia Experimental da Universidade de
Brasilia. Em aproximadamente trés meses ap6s o plantio, as sementes ja estavam
completamente desenvolvidas e prontas para serem usadas na purificacdo de BTCI

(Figura 10).

Figura 10. Vigna unguiculata. A) Plantacdo na Estagdo Biolégica da
Universidade de Brasilia. B) Vagem jovem. C) Vagem madura. D) Sementes

maduras. Barra = 1 cm.



A obtencdo do extrato bruto das sementes de V. unguiculata foi realizada
segundo metodologia descrita por VENTURA e colaboradores (1966).

As sementes coletadas foram secas a temperatura ambiente e submetidas a
trituracdo até a formacgao de um pd. Quinhentos gramas desse p6 foram misturados em
2 litros de agua destilada e 200 pL de PMSF 200 mM. Essa mistura foi mantida a 4°C
sob agitacdo constante por 12 horas. Em seguida, a mistura foi novamente
homogeneizada em um liquidificador por 15 minutos, filtrada em tecido de algodao e
centrifugada a 12000 g por 30 minutos a 4°C. O material retido no tecido de algodao foi
novamente homogeneizado em liquidificador por 15 minutos com mais 500 mL de agua
destilada e, em seguida, filtrado e centrifugado na mesma condicdo descrita
anteriormente.

Os sobrenadantes foram reunidos e submetidos a uma precipitacdo com acido
tricloroacético (TCA) na concentragcdo final de 25%. O TCA foi adicionado
gradativamente (2 gotas/segundo) ao sobrenadante, o qual foi mantido sob agitacédo
constante por 1 hora a 4°C. Em seguida, essa mistura foi filtrada em papel filtro e
submetida a precipitacdo com sulfato de amdnio, na forma sélida, até a saturacao de
50%. Apds 1 hora de agitacdo, o material resultante foi centrifugado a 12000 g por 40
minutos a 4°C.

Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado, o pellet totalmente dissolvido
em aproximadamente 25 mL de agua destilada e dialisado contra dgua destilada por 12
horas. Apds a didlise, o extrato bruto final foi liofilizado e armazenado a - 30°C até o

momento do uso.



A purificacdo de BTCl a partir do extrato bruto foi realizada segundo a
metodologia descrita por Ventura et al (1966). A purificacdo foi realizada em coluna
cromatografica (3,5 * 23 cm) preenchida com DEAE-celulose e ativada pelo seguinte
processo: adicdo de 250 mL de HCI 200 mM; 300 mL de agua destilada; seguida de
250 mL de NaOH 200 mM; 300 mL de agua; seguida de 30 mL de tampéao fosfato de
potassio (100 mM, pH 7,3) e 300 mL de tamp&o de equilibrio (fosfato de potassio 10
mM, pH 7,3). Trezentos miligramas de extrato bruto foram diluidos em 10 mL de tampé&o
de equilibrio e centrifugados por 10 minutos a 14500 g. Apds a aplicagcdo do
sobrenadante, a coluna foi lavada com 300 mL do tampéao de equilibrio.

A eluicdo de BTCI foi realizada aplicando um gradiente linear de 500 mL de NacCl
variando de 0 a 800 mM (fluxo de 3 mL/minuto). Apos desprezar os primeiros 150 mL, o
material eluido foi coletado em frac6es de 3 mL e monitorado quanto a presenca de
proteinas, pela leitura de absorbancia em 280 nm.

As fragcBes correspondentes ao pico de eluicdo de BTCI foram dialisadas contra

agua destilada por 12 horas, congeladas em banho de alcool a - 80°C e liofilizadas.

4.3.4 Analise da pureza da amostra

A pureza das fragdes contendo BTCI foi determinada por espectrometria de
massa. Amostras de BTCI liofilizado foram dissolvidas em agua nanopura e diluidas (na
proporcdo de 1:3, v/v) em uma solucdo de matriz saturada de acido a-cyano-4-hidroxi-

cinamico (5 mg de &cido a-cyano-4-hidroxi- cinamico, 200 |jL de dgua nanopura, 250 pL
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de acetonitrila e 50 pL de acido trifiuoroacético). Em seguida, 0,5 |jL da mistura de
amostra e matriz foram depositados em uma placa de MTP AnchorChip 600/384. Os
espectros foram obtidos com aplicacdo de laser de frequéncia de 50 Hz em modo linear
positivo, apds a calibracdo do equipamento. Posteriormente, os dados foram analisados

pelo programa FlexAnalysis 2.4 (Bruker Daltonics, ALE).

4.4 Obtencédo dos Peptideos derivados de BTCI

Dois peptideos, denominados de PTRY e PCHY, foram desenhados a partir da
molécula do BTCI. Eles foram sintetizados, purificados e liofilizados pela empresa

GenScript (EUA) e ficaram armazenados a-30°C até o momento do uso.

4.5 Atividade inibitéria de BTCI e de peptideos derivados

Para determinar se o BTCI purificado e seus peptideos derivados mantinham
atividade de inibicao especifica para tripsina e quimotripsina, as moléculas foram

submetidas a ensaios de inibicdo de atividade proteolitica.

4.5.1 Ensaio de inibigcdo de tripsina

A tripsina foi dissolvida em solugdo HCI 1 mM para a concentracao final de 64
pg/mL. Seu respectivo substrato sintético (/Va-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide
hydrochloride - BAPNA) foi dissolvido em 500 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 500 pL

de tampao de ensaio para tripsina (Tris-HCI 50 mM, CaCl2 20 mM, pH 8,2) para a
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concentracdo final de 430 pg/mL. Quarenta |jL de BTCI, PTRY ou PCHY, dissolvidos
em tampdo de ensaio para tripsina, foram incubados com 40 pL de tripsina por 15
minutos a temperatura ambiente, em placas de 96 pocos. Em seguida, 200 pL de
substrato foram adicionados a solugdo anterior e a mistura foi incubada por 30 minutos
a temperatura ambiente. Trinta pL de acido acético 30% foram utilizados para parar a
reacdo. A absorbéncia de cada amostra foi determinada no comprimento de onda de
410 nm em espectrofotdbmetro conjugado a uma leitora de placas. O controle positivo da
reacdo foi feito da mesma maneira descrita anteriormente na auséncia de BTCI, PCHY

ou PTRY. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.5.2 Ensaio de inibicdo de quimotripsina

A quimotripsina foi dissolvida em solucdo HCI 1 mM para a concentracéo final de
630 pg/mL. Seu respectivo substrato sintético (N - glutaryl - L - phenylalanine - p -
nitroanilide GPNA) foi dissolvido em 500 pL de DMSO e 500 pL de tamp&o de ensaio
para quimotripsina (Tris-HCI 50 mM, CaCl220 mM, pH 7,6) até a concentracédo final de
400 pg/mL. Quarenta pL de BTCI, PTRY ou PCHY dissolvidos em tampé&o de ensaio
para quimotripsina foram incubados com 40 pL de quimotripsina por 15 minutos a
tempratura ambiente em placa de 96 poc¢os. Em seguida, 200 pL de substrato foram
adicionados a solucdo anterior e a mistura foi incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente. Trinta pL de acido acético 30% foram utilizados para interromper a reagdo. A
absorbancia de cada amostra foi determinada no comprimento de onda de 410 nm em

espectrofotbmetro conjugado a uma leitora de placas. O controle positivo da reacao foi



feito da mesma maneira descrita anteriormente na auséncia de BTCI, PTRY ou PCHY.

O ensaio foi realizado em triplicata.

4.6 Cultura de células

4.6.1 Linhagens Celulares

A linhagem celular derivada de cancer de mama utilizada no estudo foi a MCF-7.
Ela foi obtida do banco de células American Type Culture Collection (ATCC). Em 1970,
células de céancer de mama j& em metdstase foram isoladas de uma paciente e
estabelecidas como uma linhagem celular permanente (SOULE et al, 1973,
LEVENSON et al, 1997). Diversos estudos posteriores foram realizados para
caracterizar essas células. Essa linhagem apresenta como principais caracteristicas:
crescer de forma aderente ao substrato, ser responsiva a presenca de estrogeno e nao
possuir caspase 3 (LEVENSON et al, 1997; BUROW et al., 1998). Devido ao
conhecimento bem estabelecido de suas caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e
moleculares, a linhagem MCF-7 tém sido um dos modelos celulares mais utilizados na
pesquisa de cancer, tanto no estudo de efeitos de compostos anticarcinogénicos quanto
na elucidacdo dos mecanismos de acdo dos mesmos.

A linhagem de fibroblastos normais humanos (FHN) utilizada no presente
trabalho foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Rui Curi do Departamento de Fisiologia e
Biofisica (ICB) da Universidade de S&o Paulo (USP). E uma linhagem imortalizada que

cresce de forma aderente ao substrato e apresenta morfologia fusiforme.



Todos os procedimentos foram realizados com materiais rigorosamente
esterelizados e em camara de fluxo laminar, cuja luz ultra-violeta permaneceu ligada

por 30 a 40 minutos antes do uso.

Aliquotas de células de cancer de mama e fibroblastos foram removidas de um
estoque em nitrogénio liquido e descongeladas rapidamente a 37°C. Quinhentos |jL das
aliguotas foram lentamente adicionados em 3 mL de meio de cultura DMEM completo
(tamponado com bicarbonato de sdédio, suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1% de antibidtico). Esse meio de cultura foi utilizado em todos os outros procedimentos
experimentais. Em seguida, as células foram centrifugadas a 750 g por 5 minutos,
ressuspensas em 5 mL de meio de cultura DMEM, transferidas para um frasco de

cultura de células e incubadas em estufa a 37°C e 5% de COZ2.

Para assegurar a qualidade das células a serem utilizadas nos experimentos, a
cada 48 horas 0 meio de cultura era substituido por um meio de cultura novo. A cultura
de células era observada em microscopio de luz invertido e monitorada quanto ao
crescimento celular, aspectos morfolégicos e presenca de contaminantes.

Ao atingir 0 estagio de confluéncia (elevada densidade de células em uma
determinada area) as células foram removidas do frasco de cultura e recultivadas em
uma densidade menor seguindo O procedimento descrito a seguir. O meio de cultura foi
descartado e 2 mL de solucdo de tripsina-EDTA foram adicinados ao frasco de cultura
para a remocao da monocamada de células. Apds 2 minutos de incubacdo em estufa a

37°C, a remocdo das células foi observada em microscopio de luz invertido. Em



seguida, foram acrescentados 2 mL de meio de cultura para inativar a atividade da
tripsina. A suspensao de células foi centrifugada a 750 g por 5 minutos. O sobrenadante
foi removido e as células ressuspensas em meio de cultura. Aproximadamente, 10%
das células foram recultivadas em frascos de cultura e incubadas em estufa a 37°C e
5% de COZ2. O restante foi utilizado em experimentos ou recebeu a adicdo de hipoclorito

de sddio e detergente e, ap6s 24 horas foram descartados.

Apo6s 0 término dos experimentos, as células de cancer de mama e fibroblastos
foram congeladas de acordo com 0O procedimento descrito a seguir. No estagio de
confluéncia, as células foram removidas dos frascos de cultura e centrifugadas (como
descrito acima). Apos 0 descarte do meio de cultura, as células foram ressuspensas em
meio de congelamento (DMEM, 20% soro fetal bovino, 1% de antibidtico, 5% de
DMSO). A suspenséo celular foi rapidamente transferida para criotubos, os quais foram
identificados e envolvidos por uma espessa camada de papel toalha e mantidos a
- 80°C por 24 horas. Em seguida, os criotubos foram estocados imersos em nitrogénio

liquido.

4.7 Preparacdo das amostras de BTCIl, PTRY e PCHY para o tratamento das

células

BTCI purificado (item 4.3) foi diluido em &gua nanopura (Mill-Q) e esterilizado
por filtracdo em membrana 0,22 pm. Para a determinacdo da concentracdo de BTCI em

solugao foi feita uma leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 280 nm



de uma aliquota da solucédo filtrada. A absorbancia obtida foi empregada na seguinte
férmula:

Concentracdo (mg/mL) = (A2 * 10)

1%
A% 080

A2 = Absorbancia da amostra no comprimento de onda de 280 nm.

A 1%280 = Absorbancia da solugdo de 1% de BTCI no comprimento de onda de 280 nm,

gue é igual ao valor de 8,23.

A partir de estoques liofilizados, os peptideos derivados de BTCI foram pesados
em tubos previamente esterelizados. Em seguida, em um fluxo laminar, os peptideos
foram diluidos em &gua nanopura estérii em quantidade suficiente para obter a

concentracdo desejada.

Uma solugdo estoque de albumina sérica bovina (BSA) foi preparada,
esterilizada e quantificada como descrito acima para o BTCI, considerando que o

A 1%280do BSA é igual a 6,67 (FASMAN, 1989).

Ap6s a determinacdo da concentracdo, as suspensfdes de BTCI, PTRY, PCHY
ou BSA (denominadas de solucdo estoque) foram imediatamente testadas na cultura de

células ou estocadas a - 30°C até o momento do uso.

4.8 Tratamento das células com BTCI e peptideos derivados

Ao atingir o estagio de confluéncia, as células de céncer de mama ou

fibroblastos foram removidos do frasco de cultura e centrifugados como descrito no item



4.6. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 1 mL de meio de
cultura. Para a determinacdo do numero de células, 10 pL da suspensao de células foi
adicionado a 40 pL de solucdo de azul tripan (0,4% diluidos em PBS, p/v). Oito pL
dessa mistura foram depositados gentilmente em uma camara de Neubauer, onde
células presentes nos quatro quadrantes maiores laterais foram contados em

microscopio de luz. O namero de células foi determinado pela seguinte férmula:

Numero de células/mL = Numero de células contadas x fator de diluicdo (=5) x 104

Numero de quadrantes contados (=4)

As células contadas foram transferidas para placas de cultura e incubadas em
estufa a 37°C e 5% de CO2 por 12 a 16 horas para a completa adesdo das células no
fundo da placa. As células foram transferidas para placas de tamanhos diferentes
dependendo do experimento a ser realizado. Placas de 96 pocos foram utilizadas para
ensaios de viabilidade celular por MTT (ver item 4.10.1) com concentracdo inicial de 5 x
103 células/pogo. Placas de 12 pocos foram utilizadas no restante dos experimentos
com concentragdo inicial de 5 x 104 células/pogo.

Apéds o periodo de incubagédo na estufa, as placas de cultura foram observadas
em microscopio de luz invertido para a avaliacdo da morfologia, dispersdo das células
pela placa e presenca de contaminacdo. Essa andlise foi realizada para decidir se as
células estavam homogeneamente dispersas e saudaveis para serem submetidas aos
ensaios com 0 BTCI e seus peptideos.

O meio de cultura contendo BTCI, PTRY, PCHY ou BSA foi preparado a partir da
diluicdo de solugcdes estoque dessas moléculas (ver item 4.7) em meio de cultura. As

doses utilizadas nos experimentos variaram de 100 a 400 pM. O meio de cultura do

41



grupo controle (auséncia de BTCI ou peptideos) continha apenas agua nanopura na
mesma proporcdo que foi adicionada aos outros grupos experimentais. Essas doses
foram determinadas com base em trabalhos publicados com o BBI classico (CHEN et
al., 2005; CLEMENTE et al.,, 2005). BSA é uma proteina nado toxica e abundante no
plasma sanguineo humano. Nesse, estudo a solucdo de BSA foi utilizada como um
controle negativo com o objetivo de avaliar se a adicdo de determinadas quantidades
de proteinas poderia causar alguma alteracdo na osmolaridade do meio de cultura e,
assim, alterar a proliferacédo ou viabilidade das células.

O meio de cultura das placas foi substituido pelo que continha BTCI, PTRY,
PCHY ou BSA. As placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 72
horas. Apés o periodo de incubacgao as células foram preparadas de maneira adequada

para a realizac&o dos testes.

As células tratadas em placas de 96 pogos foram processadas como descrito no
item 4.10.1. As células tratadas nas placas de 12 pocgos, utilizada na maiora dos testes,
foram submetidas ao processamento descrito a seguir. O meio de cultura das células
tratadas foi removido e reservado. Em seguida, as células foram removidas da placa
com a adicdo de 500 pL de solugdo de tripsina-EDTA e incubacdo a 37°C por 2
minutos. O meio de cultura anteriormente reservado foi utilizado para bloquear a acéo
da tripsina. A supensao (meio de cultura, tripsina e células) foi centrifugada a 750 g por
5 minutos, teve o sobrenadante descartado e as células ressuspensas em 100 pL de
meio de cultura. A partir dessa suspensdo de células foram realizados os testes
descritos abaixo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e por trés vezes

independentemente.



Esses testes tém como objetivo avaliar se o0 BTCI ou PCHY induzem efeitos
relacionados ao bloqueio da proliferacdo e do ciclo celular. Tal avaliacdo é importante,
considerando que a proliferacdo celular descontrolada é wuma das principais
caracteristicas do cancer. Além disso, moléculas indutoras de efeitos citostaticos em

células tumorais sdo promissoras para tratamentos terapéuticos dessa doenca.

4.9.1 Proliferacdo Celular

Apo6s remover as células tratadas com BTCI ou PCHY da placas de cultura (ver
item 4.8) elas foram homogeneizadas em 100 pL de meio de cultura. Dez pL dessa
suspesédo foram adicionados a 20 pL de solucdo de azul tripan. Oito pL dessa mistura
foram lentamente depositados em camara de Neubauer e o numero total de células

(vivas e mortas) contidas na suspensao foi determinado como descrito no item 4.8.

4.9.2 Ciclo Celular

A identificacdo das fases do ciclo celular foi realizada de acordo com protocolo
descrito (PERES et al.,, 2005). Ap6s o tratamento, células ressuspensas em 100 pL de
meio de cultura (ver item 4.8) foram incubadas em 200 pL de tampé&o de lise (0,1% de
citrato de sddio, 0,1% Triton X-100 e 20 pg/mL de iodeto de propidio diluido em PBS,

pH 7,4) por 30 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram protegidas da luz



durante o tempo de incubacdo. Em seguida, essa suspensdo foi avaliada em citdmetro
de fluxo no canal FL2-A (sensivel a deteccbes na faixa de 560 e 580 nm) para a
identificagdo das fases do ciclo celular. Os dados obtidos foram analisados com o
programa CellQuest 3.0.1 (Becton & Dickinson, EUA). O calculo da proporcdo de
células em cada uma das fases do ciclo celular foi relizado considerando-se apenas as

células com DNA nao fragmentado.”

4.10 Analise de efeitos citotéxicos

Esses testes tém como objetivo avaliar se o BTCI, PTRY ou PCHY induzem
efeitos em estruturas celulares vitais levando a morte celular. Tal avaliacdo foi feita em
diversas estruturas celulares visando observar diferentes aspectos dos efeitos dessas
moléculas nas células. Essas observacdes fornecem pistas valiosas sobre os possiveis
mecanismos de acdo do BTCI, PTRY ou PCHY. Considerando, que a inducdo de morte
celular € uma das principas estratégias utilizadas em tratamentos contra o cancer, a

identificacdo de novas moléculas com tais efeitos sdo potencialmente promissoras.

4.10.1 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT estabelecido por
MOSMANN (1983). Esse é um dos métodos colorimétricos mais utilizados em
screenings para identificar e determinar as concentracfes ativas de novas moléculas
anticarcinogénicas. Em células viaveis, enzimas mitocondriais, como a succinil-

desidrogenase, reduzem o substrato MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazolium bromide) formando formazan, um produto de cor azulada. Dessa
forma, a quantificacdo da producdo de formazan por células submetidas a determinado

tratamento esté correlacionada com sua viabilidade.

As células tumorais foram cultivadas e tratadas com BTCI, PTRY e PCHY em
placas de 96 pogos como descrito no item 4.8. Apds o periodo de incubagdo, o meio de
cultura das placas foi removido e 150 jjL de solugdo de uso de MTT (15 jjL de MTT
5mg/mL diluidos em 135 [jL de DMEM completo) foram adicionados em cada poco. As
células foram incubadas por 3 horas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, o
meio de cultura foi removido e 100 pL de DMSO foi adicionado em cada pogo para
dissolver 0 formazan formado. A quantificagdo do formazan foi feita pela medida da
absorbancia dos pocos no comprimento de onda de 595 nm em espectrofotbmetro

conjugado a uma leitora de microplacas.

4.10.2 Fragmentacao de DNA

A determinacdo da fragmentacdo de DNA foi realizada de acordo com protocolo
j& descrito (PERES et al., 2005). ApOs o tratamento, células ressuspensas em 100 pL
de meio de cultura (ver item 4.8) foram incubadas em 200 pL de tampéao de lise (0,1%
de citrato de sédio, 0,1% Triton X-100 e 20 pg/mL de iodeto de propidio diluido em
PBS, pH 7,4) por 30 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram protegidas
da luz durante 0 tempo de incubacdo. Em seguida, essa suspensao foi avaliada em

citbmetro de fluxo no canal FL2-H (sensivel a deteccdes na faixa de 560 e 580 nm). Os



dados obtidos foram analisados no programa CellQuest 3.0.1 (Becton & Dickinson,

EUA.

4.10.3 Morfologia do Nucleo

A coloracdo do nucleo celular com intercalantes de DNA fluorescentes é uma
metodologia de rapida realizacdo que tem sido utilizada para analisar a morfologia
nuclear e correlaciond-la com resultados de outros experimentos como a fragmentagao
de DNA (DARZYNKIEWICZ et al,, 1997). No presente estudo, utilizamos o corante
alaranjado de acridina. Esse corante atravessa a membrana plasmética e intercala no

DNA corando-o0 de verde (SODERSTROM et al., 1977).

ApOs o tratamento (ver item 4.8), 20 pL da suspensdo de células de cada grupo
foram adicionados a 1 pL de solugéo de alaranjado de acridina (100 pg/mL). A mistura
foi depositada no centro de uma lamina de vidro, previamente limpa e identificada com
0 grupo experimental a qual aquelas células pertencem. Uma laminula de vidro foi
delicadamente depositada sobre o liquido espalhando-o pela ldamina. Em seguida, as
laminas foram imediatamente analisadas em microscopio de fluorescéncia com filtro de
530 nm. A aquisicdo das imagens foi realizada com o uso de camera digital e um

software de aquisicdo de imagem (Zeiss, ALE).

4.10.4 Potencial de Membrana Mitocondrial

A rodamina 123 é uma molécula fluorescente catibnica permeavel a membrana

plasmatica e rapidamente sequiestrada por mitocdndrias com potencial de membrana



normalizado. Alteracdes no potencial de membrana da mitocéndria desencadeiam um
efluxo da rodamina 123 da mitocondria (CHEN et al., 1982). Muitos grupos de pesquisa
vém utilizando esse composto para analisar alteragbes no potencial de membrana

mitocondrial de células tratadas com compostos citotoxicos (PERES et al., 2005).

No presente estudo, a determinacdo do potencial de membrana mitocondrial foi
realizada de acordo com protocolo ja descrito (PERES et al., 2005). Apds o tratamento,
células ressuspensas em 100 jL de meio de cultura (ver item 4.8) foram lavadas com
500 pL de PBS. Em seguida, as células foram ressuspensas em 500 [jl_ de PBS e
incubadas no escuro com 0,5 pL de solu¢cdo de rodamina 123 (5mg/ml_ diluidos em
etanol) por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacgdo, as células foram
lavadas 2 vezes com PBS. Por fim, elas foram incubadas com 300 pL de PBS por 30
minutos (temperatura ambiente e no escuro) e avaliadas em citdmetro de fluxo no canal
FL1-H (sensivel a detecgbes na faixa de 515 a 530 nm). Os dados obtidos foram
analisados no programa CellQuest 3.0.1 (Becton & Dickinson, EUA). Todas as etapas
de lavagem foram seguidas por centrifugacdo (750 g por 3 minutos) e descarte do

sobrenadante.

4.10.5 Integridade da Membrana Plasmatica

A integridade da membrana plasméatica foi avaliada pelo método de excluséo por
azul de tripan. Em células viaveis, esse corante penetra pela membrana plasmatica,

mas é rapidadamente externalizado. JA& em células que apresentam a membrana



plasmatica comprometida, o azul de tripan ndo é externalizado e a célula permanece
corada de azul (FRESHNEY, 2000).

Apos o tratamento, as células foram ressuspensas em 100 pL de meio de cultura
(ver item 4.8). Dez pL dessa suspensao foram adicionados a 20 pL de solucdo de azul
tripan. Oito pL dessa mistura foram lentamente depositados em camara de Neubauer e
0 numero de células foi determinado como descrito no item 4.8. As células foram
contadas diferencialmente, sendo que células brancas foram consideradas com a
membrana plasmética integra e, células coradas de azul com a membrana plasmética
danificada. Em seguida, a proporcéo de células coradas em azul em relacdo ao nimero

total de células foi determinada.

4.10.6 Morfologia Celular

A morfologia celular é um importante indicativo de viabilidade. Alteractes
severas desencadeadas por agentes citotdxicos geralmente culminam na modificacdo
da morfologia celular. Tais modificacbes podem ser caracterizadas por microscopia de
contraste de fase, microscopia eletronica de transmissdo e também por citometria de

fluxo.

4.10.6.1 Microscopia de contraste de fase

A microscopia de contraste de fase consiste na passagem da luz do microscopio

por um anel de contraste, que atinge a amostra e produz um efeito de destaque, onde



estruturas claras ficam mais claras e estruturas escuras ficam mais escuras. Dessa
forma é possivel observar e analisar rapidamente a morfologia de células imersas em
meio de cultura sem utilizacdo de fixadores ou corantes.

No presente trabalho, apds o periodo de tratamento (ver item 4.8), as placas de
cultura foram observadas em microscopio de contraste de fase invertido. A aquisi¢do
das imagens foi realizada com o uso de camera digital acoplada a ocular do

microscopio e o software de aquisicdo Scope (versdo 1.0.0.0, 2003).

4.10.6.2 Microscopia eletrbnica de transmisséao

A andlise das células por microscopia eletrbnica de transmissao permitiu
determinar as alteracbes ultra-estruturais induzidas pela adicdo de BTCIl ou PCHY.
Células tratadas conforme descrito no item 4.8 foram previamente lavadas em PBS e
fixadas por 2 horas em fixador Karnowisky (glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2%,
sacarose 3%, tampéo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2) a temperatura ambiente. Apds
o periodo de fixacédo, as células foram lavadas em tamp&o cacodilato de sédio (0,1 M
pH 7,2) e submetidas a pods-fixacdo com tetréxido de 6smio 1% (em tampéo cacodilato
de soédio) e ferricianeto de potassio 0,8% (em tampéo cacodilato de soédio), na
propor¢cdo de 11 (v/v), por 1 hora. Em seguida, as células foram lavadas em &agua
destilada e contrastadas in bloch com acetato de uranila aquoso 0,5% por 90 minutos.
Em cada processo de lavagem foi realizada uma centrifugacdo a 750 g por 5 minutos,
seguida do descarte do sobrenadante.

As amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona: 50,

70, 90 e 100% (a ultima foi repetida 2 vezes) por 15 minutos em cada concentracdo. As
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amostras foram infiltradas na mistura resina : acetona em concentractes crescentes de
resina Spurr e decrescentes de acetona, em movimento giratorio. Cada fifiltracdo teve
duracéo de, aproximadamente, 12 horas. Em seguida, as amostras foram infiltradas
apenas em resina Spurr e, apos 6 horas, foram polimerizadas em estufa a 60°C por 72
horas. Os blocos polimerizados foram desbastados e seccionados em cortes ultrafinos
em um ultramicr6tomo e, posteriormente, examinados em microscopio eletrbnico de

transmissao.

4.10.6.3 Determinacao de tamanho e granulosidade celular

A citometria de fluxo vem sendo empregada na andlise de alguns parédmetros
morfolégicos como tamanho e granulosidade celular (DARZYNKIEWICZ et al., 1997).
Nessa técnica um feixe de luz incide sobre as células e suas caracteristicas de tamanho
e granulosidade séo identificadas pelos detectores FSC (forward angle light scatter) e
SSC (side angle light scatter), respectivamente. Dessa forma, é possivel obter
caracteristicas morfolégicas de um grande numero de células em um curto periodo de
tempo.

No presente trabalho, ap6s os tratamentos (ver item 4.8), a suspensao de células
foi diluida em 200 |JL de PBS e avaliada em citbmetro de fluxo utilizando-se os

detectores FSC e SSC. Os dados obtidos foram plotados em um grafico e

posteriormente analisados no software CellQuest 3.0.1 (Becton & Dickinson, EUA).



4.11 Ensaio Hemolitico

Foi realizado um teste hemolitico para determinar os efeitos do BTCI e PCHY na
lise de hemacias segundo protocolo descrito (NASCIMENTO et al., 2007). Sessenta pL
de sangue, obtidos do Hemocentro de Brasilia, foram homogeneizados em 3 mL de
tampéo de ensaio (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM CacCl2 e centrifugados a 750
g por 5 minutos a temperatura ambiente. Esse procedimento de lavagem foi repetido 3
vezes. As hemaceas foram novamente homogeneizadas em 3 mL de tampéo de
ensaio. Diferentes concentracbes dos inibidores foram adicionados ao tampéo de
ensaio e ao sangue, na proporcdo de 1:.1:1 (V/V/v), e incubados por 1 hora a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 750 g por 2
minutos. Cem |iL do sobrenadante das amostras foram depositados em placa de 96
pocos e tiveram sua absorbancia analisada em comprimento de onda de 405 nm. Foi

utilizado uma solugéo de Triton X-100 1% (v/v) como controle positivo.

4.12 Determinacado do pH do meio de cultura

A determinacéo do pH do meio de cultura contendo BTCI ou peptideos derivados
foi realizada para avaliar se a adi¢cdo de determinadas concentra¢cdes dessas moléculas
eram capazes de alterar o pH e, assim, induzir alteragOes indiretas na proliferacdo e
viabilidade celular.

ApOs o periodo de incubacdo (ver item 4.8), gotas do meio de cultura de cada
grupo experimental foram depositadas sobre um papel indicador de pH. Em seguida, a

coloragdo indicadora dos papéis foi comparada entre os grupos.



Os dados referentes aos experimentos realizados foram expressos como média
+ erro padrdo da média de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. A
determinacdo das diferencas estatisticamente significativas entre os grupos nos testes
avaliados foi feita por analise de variancia (ANOVA) com teste estatistico de Tukey,

utilizando-se o software R! verséo 2.4.1, com p < 0,01 considerado significativo.
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5.1 Purificacéo e pureza de BTCI

A figura 11 mostra o cromatograma obtido no processo de purificacdo do inibidor
de serinoproteases BTCI a partir de extrato bruto de sementes de Vigna unguiculata. O
gréfico apresenta picos bem delimitados e pontos nao dispersos. O BTCI foi eluido
entre as fragdes 160 e 180. O rendimento da purificacdo de BTCI foi variavel. A partir de
500 g de sementes de V. unguiculata, foi possivel obter cerca de 6 a 12 mg de BTCI

puro.
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Figura 11. Purificacdo do inibidor de proteases BTCI por cromatografia de
troca i6nica (DEAE-celulose) a partir do extrato bruto obtido de sementes de

Vigna unguiculata. O BTCI foi eluido entre as fracdes 160 e 180.



Apés a didlise e liofilizacdo, as fragbes cromatogréficas referentes ao BTCI foram
analisadas por espectrometria de massa (MALDI-TOF/MS) para a verificacdo do grau
de pureza do material cromatografado. A figura 12 mostra que o BTCI est4 puro e

apresenta massa molecular de 9105,926 Da.
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Figura 12. Avaliacdo do grau de pureza de BTCI. O espectro de MALDI-TOF/MS
mostra os picos de 9105,926 e de 4551,743 Da correspondentes as massas do

BTCI e do BTCI duplamente ionizado, respectivamente.



Para verificar se o BTCI mantinha a funcionalidade ap6s o processo de
purificagdo, sua atividade inibitéria contra tripsina e quimotripsina foram avaliadas.
Além disso, avaliamos a atividade inibitéria dos peptideos derivados de BTCI (PCHY e
PTRY) para verificar se os peptideos apresentavam a atividade inibitéria existente na
molécula original, e se essa atividade era especifica para tripsina ou quimotripsina
(Figura 13).

O BTCI utilizado no estudo manteve sua atividade inibitéria para as
serinoproteases, e 0s peptideos derivados apresentaram uma atividade inibitoria

seletiva, sendo que o PCHY inibiu somente a quimotripsina e o PTRY apenas a tripsina.
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Figura 13. Atividade inibitéria de BTCI e dos peptideos derivados
do mesmo, PCHY e PTRY. A) Atividade residual de tripsina. B)

Atividade residual de quimotripsina.



O efeito do BTCI, PCHY e PTRY na viabilidade de células MCF-7 esta
representado na figura 14. A presenca de 200 e 400 pM de BTCI por 72 horas
reduziram significativamente a viabilidade de células MCF-7 (50 e 80%,
respectivamente; p<0,01). Resultados semelhantes foram observados com PCHY, que
reduziu significativamente a viabilidade de células MCF-7 ap6s 72 horas de incubagéo
(65%, p<0,01). Diferentemente, o PTRY teve baixo efeito na viabilidade celular com
reducdo de apenas 15%. Células MCF-7 tratadas com 400 pM de albumina sérica
bovina (BSA) ndo apresentaram alteracdo na viabilidade celular guando comparadas ao

grupo controle.

Concentracdo (nM)

Figura 14. Viabilidade de células de cancer de mama (MCF-7) na auséncia ou presenca
do BTCI e peptideos derivados, PCHY e PTRY apés 72 horas de incubacdo. BSA:
albumina sérica bovina. Ensaio de viabilidade por MTT. * diferenca significativa em

relacéo ao controle, p< 0,01.



Para analisar a hipétese de que o BTClI ou PCHY induzem alteracdes na
proliferacéo celular foram avaliados os efeitos dessas moléculas no numero de células
e no ciclo celular. Ap6s 72 horas de incubacdo, o BTClI e PCHY reduziram
significativamente o numero de células MCF-7 (89 e 140 x 104 células/mL,
respectivamente; p< 0,01). Células tratadas com 400 jM de BSA ndo apresentaram
reducdo significativa em seu numero quando comparadas ao grupo controle (Figura

15).

Controle 2(%M BTCI 400 nM PCHY 400 nM BSA

Figura 15. Numero de células de cancer de mama (MCF-7) na
auséncia ou presenca do BTCI ou PCHY apds 72 horas de incubagéo.
BSA: albumina sérica bovina. Esse resultado foi obtido por meio da
contagem total das células em camara de Neubauer apos o tempo de

incubacgdo. * diferenca significativa em relacdo ao controle, p< 0,01.



A proporcao de células nas fases do ciclo celular tratadas com BTCI ou PCHY foi
significativamente alterada. Considerando-se apenas a populagdo celular com DNA néo
fragmentado, A proporcao de células tratadas com BTCI reduziu para 59% na fase G1,
enquanto que nas fases S e G2 aumentou para 24 e 17% (p<0,01), respectivamente.
Semelhantemente ao BTCI, a propor¢édo de células MCF-7 tratadas com PCHY reduziu
significativamente para 53%, enquanto que nas fases S e G2 aumentou para 23 e 24%
(p<0,01), respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Ciclo celular de células de cancer de mama (MCF-7) na
auséncia ou presenca do BTCIl ou PCHY apo6s 72 horas de incubacéo.
BSA: albumina sérica bovina. O DNA das células tratadas foi corado com
iodeto de propideo e analisado por citometria de fluxo. O calculo da
proporcdo de células em cada uma das fases do ciclo celular foi relizado
considerando-se apenas as células com DNA néo fragmentado * diferenga

significativa em relacéo ao controle, p< 0,01.

Em seguida, os efeitos de BTClI e PCHY em estruturas celulares importantes
como o DNA, a mitocdndria, a membrana plasmética e a morfologia celular foram

analisados.



Os efeitos de BTCI e PCHY na fragmentacdo de DNA de células MCF-7 estdo
representados na figura 17. A presenca de BTCI na concentracdo de 200 pM aumentou
significativamente (76%, p< 0,01) a fragmentacdo de DNA de células MCF-7. O PCHY
apresentou efeito semelhante nas células aumentando significativamente (56%, p<
0,01) a fragmentac@o de DNA. Células tratadas com 400 pM de BSA ndo apresentaram

alteracoes na fragmentacdo de DNA quando comparadas ao grupo controle.
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Figura 17. Fragmentacdo de DNA de células de cancer de mama (MCF-7)
na auséncia ou presenca do BTCI ou PCHY apds 72 horas de incubacao.
BSA: albumina sérica bovina. O DNA das células tratadas foi corado com
iodeto de propideo e analisado por citometria de fluxo. * diferenca

significativa em relac@o ao controle. p< 0,01.



Os efeitos de BTCI e de PCHY na morfologia do nacleo de células MCF-7 estéo
representados na figura 18. Na presenca de BTCI ou PCHY, observa-se alteracbes
como: células menores que o controle; ndcleos ndo esféricos; condensagdo de

cromatina; DNA fragmentado e distribuido aleatoriamente pelo nucleo.

Figura 18. Morfologia do nicleo de células de cancer de mama (MCF-
7) na auséncia ou presenca do BTCI ou PCHY ap6s 72 horas de
incubagdo. Apos o tratamento, as células foram coradas com laranja de
acridina e analisadas em microscopio de fluorescéncia. A) Grupo
controle. B) 200 pM de BTCIL C) 400 pM de PCHY. Legendas:
nucléolo (cabeca de seta); condensacdo da cromatina (seta); células

menores que o controle (*). Barra: 30 pm.



O tratamento com 200 §M de BTCI por 72 horas alterou significativamente (71%,
p< 0,01) o A4>m de células MCF-7. Células MCF-7, na presenca de 400 pM de PCHY,
também mostraram uma alteracdo significativa no A*m (62%, p<0,01). Células tratadas
com 400 |[jM de BSA ndo apresentaram alteragcbes no A*m quando comparadas ao

grupo controle (Figura 19).
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Figura 19. Potencial de membrana mitocondrial (AYm) de células de
cancer de mama (MCF-7) na auséncia ou presenca do BTCl ou PCHY
apés 72 horas de incubacdo. BSA: albumina sérica bovina. As células
tratadas foram coradas com rodamina 123 e, em seguida, o ATm foi
analisado por citometria de fluxo * diferenca significativa em relagdo ao

controle, p< 0,01.



O efeito de BTCI ou de PCHY na integridade da membrana plasmética de células
MCF-7 estd representado na figura 20. A presenca de BTCI na concentracdo de 200
pM alterou significativamente (40%, p< 0,01) a integridade da membrana plasmatica de
células MCF-7. Resultados semelhantes foram observados com PCHY, que reduziu
significativamente (47%, p< 0,01) a integridade da membrana plasmética de células
MCF-7 apés 72 horas de incubacdo. Células tratadas com 400 pM de BSA néo
apresentaram altera¢fes na integridade da membrana plasmatica quando comparadas

ao grupo controle (Figura 20).
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Figura 20. Integridade da membrana plasmatica de células de cancer de
mama (MCF-7) na auséncia ou presenca do BTCI ou PCHY apds 72 horas
de incubagdo. BSA: albumina sérica bovina. Apds o tratamento, as células
foram incubadas com azul de tripan e contadas em camara de Neubauer.
Células coradas de azul apresentam a membrana plasmatica lesada.

* diferenca significativa em relagdo ao controle, p< 0,01.



A morfologia das células MCF-7, analisadas por microscopia de luz, na auséncia

ou presencga de BTCI ou PCHY esté ilustrada na figura 21.

Figura 21. Fotomicrografias de células de cancer de mama (MCF-7) na presenca do inibidor de
proteases BTCI ou de PCHY apds 72 horas de incubagdo. A) Grupo controle . B) 200 (M de
BTCI. C) 400 |jM de PCHY D) 400 pM BSA. Seta: agregacdo protéica. Imagens obtidas em

microscopio de contraste de fase. Barra = 30 pm.



As células MCF-7 do grupo controle apresentaram forma poligonal, alguns
granulos no citoplasma e projecdes citoplasmaticas que ligam uma célula a outra. O
nucleo das células eram esféricos e um ou mais nucléolos estavam evidentes. Além
disso, as células formaram col6nias e estavam firmemente aderidas a placa de cultura,
mostrando, portanto, uma morfologia normal para essa linhagem (Figura 21 A).

No entanto, células MCF-7 incubadas na presenca de BTCI apresentaram
alteracdes morfologicas significativas quando comparadas ao grupo controle. A forma
celular era disforme, apresentava tamanho reduzido, ndo havia projecdes
citoplasmaticas entre as células e o nucleo celular ndo estava evidente. Desaderéncia
das células da placa de cultura e fragmentos celulares também foram observados. Além
disso, observou-se agregados protéicos evidentes e homogeneamente dispersos no
meio de cultura (Figura 21 B).

As células MCF-7 incubadas na presenca de PCHY (Figura 21 C) apresentaram
aspectos morfoldgicos significativamente diferentes do controle e semelhantes aos
descritos para as células tratadas com BTCI. No entanto, ndo foi observada nenhuma
agregacao protéica no meio de cultura.

As células também tiveram sua morfologia avaliada por microscopia eletrdnica de
transmissao (Figura 22 e 23). Células tratadas com BTCI e PCHY apresentaram
aspectos morfolégicos semelhantes entre si, mas distintos em relacdo ao grupo
controle. Os aspectos observados foram: fragmentacdo nuclear, desorganizacdo do
citoplasma, mitocondrias inchadas e excesso de fragmentos celulares.
Interessantemente, foi observado também a presencga de estruturas envolvidas em um

processo denominado autofagia: autofagossomos e lisossomos.



Figura 22. Ultra-estrutura de células de cancer de mama (MCF-7) na presenca de BTCI ou PCHY apdés 72 horas
de incubacédo avaliada por microscopia eletrdnica de transmissdo. A, C e E) Grupo controle. B, D e F) 200 pM de
BTCI ou 400 pM de PCHY. N: nlcleo; EN: envoltério nuclear; FN: fragmentagcdo nuclear; M: mitocdndria; L:

lisossomo; F. fragmentos celulares; ML: membrana plasmatica lesionada.



Figura 23. Ultra-estrutura de células de cancer de mama (MCF-7) na presenca de BTCI ou PCHY apds 72 horas de

incubacgdo avaliada por microscopia eletrénica de transmissdo. Presenca de estruturas envolvidas no processo de
autofagia. A, B, C e D: grupo tradado com BTCI ou PCHY. N: nGcleo; M: mitocondria; L: lisossomo; *:

autofagossomos; seta: fragmentos de membranas desorganizados.



Além da morfologia, aspectos de granulosidade (SSC) e tamanho (FSC) das
células foram analisadas por citometria de fluxo (Figura 24). A populacdo de células

tratadas com BTCl e PCHY mostraram granulosidade e tamanho reduzidos quando

comparados ao grupo controle.

Controle 200jiM BTCI 400 (M PCHY 400 BSA

Figura 24. Relagcdo de granulosidade (SSC) e tamanho (FSC) de células de
cancer de mama (MCF-7) na presenca de BTCI ou PCHY apo6s 72 horas de
incubacdo. Essa relacao foi obtidas apds analise das céluas por citometria de
fluxo. A) Grupo controle. B) 200 |jM de BTCI. C) 400 pM de PCHY. D) 400 pm de
BSA. E) Representacao grafica das figuras A, B, C, D. * diferenca significativa em

relacdo ao controle, p< 0,01.



5.9 Efeitos de BTCI ou PCHY em células nao tumorais

Os efeitos da incubacdo de BTCI em células ndo tumorais estdo representados
nas figuras 25 e 26. Nesse experimento, foram utilizadas as mesmas concentragdes de
BTCI e PCHY que foram citotdxicas para as células tumorais de cancer de mama: 200
IM e 400 [M, respectivamente. A presenca de BTCI ou PCHY ndo induziu a lise

hemacias (Figura 25).
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Figura 25. Efeitos de BTCI ou de PCHY na lise de hemacias. Controle
positivo: Triton-X 100 1%. A proporcdo de lise de hemécias incubadas com
BTCI ou PCHY foi obtida apds analise de absorbancia do sobrenadante em

405 nm. * diferenca significativa em relagido ao controle, p< 0,01.

A viabilidade celular de fibroblastos foi significativamente reduzida (90%, p<0,01)
quando esses foram tratados com BTCI. No entanto, surpreendentemente, a viabilidade

dos fibroblastos n&o sofreu alteracdo quando foram tratados com PCHY (Figura 26).



Controle 200nM BTCI 400 PCHY 400 |iM BSA

Figura 26. Efeitos de BTCI ou de PCHY na viabilidade de fibroblastos.
Ensaio de viabilidade por MTT. * diferenca significativa em relagdo ao

controle, p< 0,01.

5.10 pH do meio de cultura na presenca de BTCI ou de PCHY

A adi¢éo de 200 yM de BTCI ou de 400 |jM de PCHY no meio de cultura n&o
causou alteracdo significativa no valor do pH, mantendo-se na faixa semelhante ao

controle: 7 (Figura 27).

Controle [ |
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Figura 27. Efeitos do BTCI ou de PCHY no pH do meio de cultura.
Apés o periodo de tratamento, os meios de cultura foram depositados

sobre papel indicador de pH e comparadaos entre si. Faixa de pH = 7.



-> Células Cancer de Mama (MCF-7)

BTCI PCHY
Numero de Células J
Proliferagcéo Ciclo Celular A. A.
Viabilidade Celular
Fragmentacdo de DNA t t
Morfologia Nuclear A. A.
Morte Celular  Potencial de membrana mitocondrial I
Integridade da membrana plasmatica
|
Morfologia Celular A. A.
Granulosidade e tamanho celular 1
Células ndo-tumorais
BTCI PCHY
Hemacias Lise NA. NA.
Fibroblastos Viabilidade A. N.A.

Legenda: A.: Alterado
N.A.: Nao alterado



O cancer é uma doenca que vem aumentando suas taxas de incidéncia e
mortalidade em todo o mundo. O cancer de mama € um dos tipos de cancer mais
freqlentes em mulheres. Também é reponsavel pelas maiores taxas de mortalidade em
mulheres quando comparado a outros tipos de cancer (PARKIN et al., 2005; INCA,
2007). Atualmente, os tratamentos existentes para o cancer de mama tém efeito
moderado e causam efeitos colaterais severos que diminuem a qualidade de vida do
paciente (NIH, 2005). Além disso, muitos desses tratamentos tiveram sua eficiéncia
reduzida devido a resisténcia adquirida pelas células tumorais (IGNEY et al., 2002).

Atualmente, ha uma busca constante por novos tratamentos e moléculas
anticarcinogénicas eficientes e ndo indutoras de efeitos colaterais severos. Diversos
compostos purificados de plantas vém sendo avaliados para esse fim. Dentre esses
compostos, destacam-se os inibidores de protease da familia Bowman-Birk. No
presente trabalho, os efeitos do inibidor de proteases da familia Bowman-Birk BTCI e de

peptideos sintéticos derivados foram avaliados em células de cadncer de mama (MCF-

Os resultados mostraram que o tratamento de células MCF-7 com BTCI ou com
0 peptideo PCHY induziu significativa redugdo dose-dependente na viabilidade celular
apos 72 horas de incubac&o. Por outro lado, o peptideo PTRY apresentou baixo efeito
na reducéo da viabilidade celular (Figura 14). A reducéo da viabilidade celular analisada
pela metabolizacdo de MTT indica trés possiveis hipoteses: ao longo do periodo de
incubacdo, o BTCI ou o peptideo PCHY poderiam induzir (1) reducdo da proliferacdo

celular ou (2) morte celular ou (3) ambos simultaneamente.



O controle da proliferacdo celular em células tumorais € considerado uma
eficiente estratégia para prevenir ou retardar o crescimento tumoral (MOLINARI, 2000).
Efeitos citostaticos de inibidores de IPBBIs em células tumorais cultivadas in vitro ja
foram descritos na literatura. Tais efeitos foram observados em células de céancer de
prostata (KENNEDY et al.,, 2002), ovario (WAN et al., 1998), mama (ZHANG et al.,
1999; CHEN et al., 2005), c6lon (CLEMENTE et al., 2005), osteosarcoma (SAITO et al.,
2007), boca (ZHANG et al., 1999) e outros (KENNEDY et al., 1998 b).

Nesse trabalho, observou-se que o0 nudmero de células diminuiu
significativamente apds tratamento com BTCI ou com peptideo PCHY (Figura 15). Tais
dados mostram que essas moléculas estdo relacionadas na reducdo da proliferacdo
celular. Para melhor investigar esse efeito, o ciclo celular de células MCF-7 foi avaliado
(Figura 16).

A progressdo do ciclo celular de células eucariéticas envolve a ativacado
sequencial de quinases (Cdks) que sdo dependentes da associacdo com suas
respectivas ciclinas regulatérias. O bloqueio de uma das fases do ciclo celular esta
relacionado com alteracbes na ativacdo/inibicdo das moléculas responsaveis pela
regulacdo do ciclo. A expressao dos inibidores dos complexos regulatérios nas fases de
transicdo G1/S e G2/M, como as proteinas p27 e p 21 respectivamente, induzem um
bloqueio na progressao do ciclo celular (MOLINARI, 2000; DESHPANDE et al., 2005).

O BTCI e o peptideo PCHY induziram alteracbes no ciclo celular diminuindo a
proporcdo de células na fase G1 e aumentando significativamente a proporcdo de
células nas fases S e G2/M do ciclo celular, confirmando assim seus efeitos citostaticos
em células MCF-7 (Figura 16). Outros IPBBIs apesentaram efeitos citostaticos no ciclo

celular de células de osteosarcoma, diminuindo a expressado de ciclinas e aumentando
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a expressao de reguladores como p2l e p27 (SAITO et al.,, 2007). Um exemplo é o
inibidor BBI classico que teve um efeito significativo na redugdo da proliferacdo de
células MCF-7 (CHEN et al., 2005). Esse inibidor induziu uma reducdo nos niveis das
ciclinas D e E e 0 aumento na producdo das proteinas p2l e p27, culminando no
blogqueio da fase G1 do ciclo celular. Portanto, é provavel que, direta ou indiretamente,
0 BTCI e o peptideo PCHY estejam relacionados com alteracbes na expressao e/ou
atividade das proteinas regulatorias do ciclo celular nas fases S e G2/M, como as
ciclinas e suas moléculas reguladoras p21 e p27.

Os efeitos citotoxicos de IPBBIs em células tumorais ndo estdo entre os efeitos
frequentemente observados. Muitos trabalhos que avaliam IPBBIs em células tumorais
relatam efeitos significativos na proliferacdo celular, e leve ou nenhum efeito na morte
celular (WAN et al.,, 1998; ZHANG et al., 1999; CLEMENTE et al., 2005; CHEN et al.,
2005; SAITO et al., 2007). No presente trabalho, entretanto, efeitos -citotoxicos
significativos de BTCI ou PCHY foram observados em diversas estruturas celulares.

Os ensaios relacionados a integridade do material genético mostraram que o
BTCI e o peptideo PCHY induziram severa fragmentacdo de DNA em células MCF-7
(Figura 17). Condensacdo da cromatina e fragmentos de DNA também foram
observados com a analise da morfologia nuclear por alaranjado de acridina (Figura 18).
A fragmentacdo de DNA € uma caracteristica marcante no processo apoptoético
desencadeado apoés a ativacdo de caspases, que ativam endonucleases contribuindo
para a intensa fragmentacdo de DNA e condensagdo da cromatina (SAVILL et al.,
2000).

A mitocdndria tem um importante papel na apoptose. O inchago, aumento de

tamanho e desregulagdo do potencial de membrana de mitocondrias estao relacionados



a um aumento na permeabilidade da mesma e liberacdo de moléculas sinalizadoras de
apoptose para o citoplasma (GREEN et al., 1998; DEBATIN et al., 2002). Por exemplo:
sabe-se que 0 aumento na expressdo de moléculas pro-apoptéticas e/ou a baixa
expressdo de moléculas anti-apoptéticas causam uma diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial e a liberacdo de citocromo ¢ para o citosol, ativando assim o
processo apoptotico pela via intrinseca (KLUCK et al., 1999; IGNEY et al., 2002).

No presente trabalho, observou-se que o tratamento com BTCI e com o peptideo
PCHY desencadeou uma diminuicdo significativa do potencial de membrana
mitocondrial (Figura 19) e um aumento de tamanho de mitocondrias (Figuras 22 e 23),
sugerindo que sua citotoxicidade pode ser induzida por apoptose. DEBATIN e
colaboradores (2002) enfatizam, no entanto, que o simples fato de uma molécula
induzir altera¢cbes na mitocondria ndo indica que ela atue diretamente nessa organela.
E importante lembrar que muitos estimulos apoptdticos causam alteracdes na
mitocOndria tanto pela via intrinseca como pela via extrinseca. Dessa forma, outros
experimentos sdo necessarios para avaliar o exato mecanismo da acdo do BTCI e do
peptideo PCHY nas mitocondrias de células MCF-7.

Alteracdes na estrutura e na fungdo de transporte da membrana plasmatica ndo
sdo observadas em células que se encontram em apoptose inicial (MAINO, 1995).
Geralmente, a alteracdo na membrana plasmatica € uma caracteristica atribuida ao tipo
de morte celular denominado necrose. Resumidamente, a necrose inicia com danos
fisicos severos a célula, levando a ruptura abrupta da membrana plasmatica e a
liberacdo do seu conteudo citoplasmético (MAINO, 1995). No entanto, é preciso ter
cautela ao associar essa caracteristica somente a necrose. Células em estagios

avancados de apoptose sao semelhantes as células necréticas. Essa semelhanca é de
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tal ordem que alguns autores sugeriram um termo para caracterizar esse estagio:
“necrose apoptodtica” (MAINO, 1995). Sendo assim, células na fase final da apoptose
também apresentam alteracdes na estrutura e na fungcdo de transporte da membrana
plasmética (LEIST et al., 2001).

Neste trabalho, parte das células MCF-7 tratadas com BTCI ou com o peptideo
PCHY tiveram a integridade da membrana plasmatica danificada (Figuras 20 e 22).
Considerando que a maioria das células tratadas apresentaram caracteristicas
apoptoéticas nos outros parametros celulares avaliados acima, e que o tempo de
incubacdo experimental foi de trés dias, pode-se hipotetizar que as alteracOes
observadas na membrana plasmatica de células MCF-7 sdo efeito da apoptose dessas
células em fase tardia.

Testes realizados por citometria de fluxo como os utilizados para analisar os
parametros descritos acima, sao métodos rapidos para avaliar diversas caracteristicas
de morte celular. No entanto, € importante que os dados desses testes sejam sempre
confirmados e correlacionados com a morfologia celular (contraste de fase ou
eletrbnica). A morfologia de células apoptéticas é caracterizada pela desidratagdo e
reducdo do volume e granulosidade celular, ondulagdes na membrana plasmética,
aumento do volume mitocdndrial e condensagcdo do material genético (MAINO, 1995;
DARZYNKIEWICZ et al., 1997). Nesse trabalho, a morfologia das células MCF-7
tratadas com BTCI ou com o peptideo PCHY foi significativamente alterada (Figuras 21,
22, 23 e 24), apresentando alteracdes tipicas de apoptose.

Além das caracteristicas morfologicas semelhantes as descritas para apoptose,
também foram observados o aumento do numero e tamanho de lisossomos, a presenca

de vesiculas com bicamada lipidica préximas dos lisossomos, membranas



desorganizadas ao longo do citoplasma e degradacdo da membrana plasmética em
células tratadas com BTCI ou PCHY (Figura 22 e 23). Essas alteragcbes morfoldgicas
sdo caracteristicas da ativacdo do mecanismo de autofagia. A autofagia é uma via de
degradacdo de proteinas e/ou organelas supérfluas ou defeituosas, responsavel por
minimizar o acumulo e agregacdo das mesmas no citoplasma (MARINO et al., 2004,
MEIER et al., 2004; KONDO et al., 2005; MOTYL et al., 2006; LUZIO et al., 2007).
Consiste na compartimentalizacdo das proteinas e/ou organelas a serem degradadas
por uma. bicamada lipidica denominada de autofagossomo. Os autofagossomos
contendo as moléculas a serem degradadas fundem-se aos lisossomos, onde ocorre a
degradacdo das moléculas e da camada lipidica interna do autofagossomo por enzimas
proteoliticas, formando um autofagolisossomo. E um processo conservado ao longo da
evolucdo e ocorre em todos 0s organismos eucariéticos. Esse mecanismo geralmente é
ativado quando a célula estd submetida em condi¢cbes adversas como falta de
nutrientes ou infecgdo por patdgenos com o objetivo de regular a homeostase celular
(KLIONSKY et al., 2000; LEVINE et al., 2004; MEIJER et al., 2004).

Estudos sobre o papel da autofagia no cancer estdo em fase inicial. Sabe-se que
a autofagia pode tanto servir como um processo de protecdo/sobrevivéncia da célula
exposta a condigbes adversas (tratamentos anticarcinogénicos, por exemplo) quanto
induzir a morte celular. No entanto, os mecanismos gue determinam um desses dois
destinos celulares ainda n&do foram elucidados (KONDO et al., 2005; RUBINSZTEIN et
al., 2007). Postula-se que autofagia atue na remocdo de proteinas e organelas
degradadas pelos tratamentos anticarcinogénicos, promovendo uma rapida reciclagem

desses componentes para manter a célula viva. Porém, o excesso de degradacdo dos



Alguns estudos mostram evidéncias de que a autofagia e a apoptose sdo
processos evolutivamente relacionados (SCHWARTZ et al,, 1993; MARINO et al.,
2004). Ambos processos apresentam moléculas e vias intracelulares de ativacdo em
comum (KONDO et al., 2005; MOTYL et al., 2006). O lisossomo e seu contetudo
enzimatico é considerado um exemplo de organela em comum tanto para a autofagia
como para a indugcdo de apoptose, sendo importante para os dois processos. Na
autofagia o autofagossomo funde-se ao lisossomo onde ocorre a degradacdo dos
componentes; na apoptose, as catepsinas liberadas do lisossomo promovem a ativacéo
da cascata de degradacdo intracelular (CIRMAN et al., 2004; LUZIO et al.,, 2007).
Analises morfoldgicas de células de cancer de mama expostas, separadamente, aos
agentes anticarcinogénicos tamoxifen e camptotecina mostraram que haviam células
mortas apresentando tanto caracteristicas de autofagia quanto de apoptose (BURSCH
et al.,, 1996; KONDO et al., 2005; MOTYL et al., 2006). Dependendo do tipo de cancer e
da natureza do agente anticarcinogénico, a autofagia pode atuar como um processo
indispensavel para preceder e ativar o mecanismo de apoptose em células MCF-7 (CUI
et al., 2007).

A morte celular pode ser melhor avaliada quando mais de um ensaio citolégico é
realizado. Portanto, andlises da integridade da membrana citoplasmatica, do potencial
de membrana mitocondrial, da integridade do DNA e da morfologia fornecem pistas
mais confiaveis para avaliar o tipo de morte celular induzido por determinado agente
(DARZYNKIEWICZ et al, 1997). As alteracbes de diversas estruturas celulares

induzidas pelo BTCI e pelo peptideo PCHY mostram seus efeitos citotoxicos em células
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MCF-7 e sugerem que essa citotoxicidade foi induzida pela via de morte celular da
apoptose associada a ativacdo do processo de autofagia. Além da citotoxicidade,
efeitos citostaticos também foram observados, mostrando que o efeito anticarcinogénico
do BTCI e do peptideo PCHY também estd relacionado a inibicdo da proliferacdo
celular.

Para garantir que os efeitos observados nas células aconteceram em
decorréncia da atividade anticarcinogénica propria dos inibidores testados, alguns
testes de exclusdo foram realizados. A adicdo de determinadas concentragbes de
proteinas com cadeias laterais carregadas em uma solucéo pode afetar o pH da mesma
(NELSON et al., 2004). Para excluir a possibilidade de que os efeitos de BTCI e PCHY
nas células MCF-7 ocorreram por alteragbes no pH do meio de cultura, aferimos e
comparamos essa medida entre os grupos testados. O pH dos meios de cultura
contendo BTCI e PCHY n&o foram alterados, apresentando padrdes semelhantes aos
observados para o controle (Figura 27).

Além disso, avaliamos se a adicdo de proteinas no meio de cultura poderia
alterar a osmolaridade do mesmo e induzir altera¢cdes nas células. Para isso, fizemos
um outro grupo teste com adi¢do de albumina (proteina abundante do sangue e ndo
toxica) na mesma concentragdo dos inibidores e avaliamos seus efeitos. Nenhum efeito
citotdxico ou citostatico foi observado nesse grupo. Tais testes de exclusdo, mostraram
que os efeitos observados nas células MCF-7 sao realmente decorrentes da atuacao
dos inibidores sobre as mesmas e nado induzidos por alteragcdes no meio de cultura.

Como citado anteriormente, os efeitos citotoxicos de IPBBIs em células tumorais
nao estdo entre os efeitos frequentemente observados. Tais resultados podem estar

relacionados com a dose e o tempo de tratamento utilizados pelos grupos de pesquisa.
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Alteracbes na proliferacdo celular séo observadas no tratamento de células tumorais
com baixas doses de IPBBIs (10 a 40 ijM) e por um longo periodo de incubacéo (6 a 14
dias) (WAN et al., 1998; ZHANG et al., 1999). No presente trabalho, foi utilizado uma
dose maior de BTCI e PCHY (200 e 400 pM, respectivamente) por um periodo de
incubacdo de apenas trés dias. Portanto, pode-se observar que essas doses induziram
a alteracdo do ciclo celular seguida de morte em um curto periodo de tempo. E
possivel que doses baixas de IPBBIs apresentem um efeito anticarcinogénico mais
lento e que o periodo de incubagdo néo seja suficiente para observar a morte celular.
Outra hipotese é de que os trabalhos priorizaram em identificar os efeitos
anticarcinogénicos de IPBBIs apenas na proliferacdo celular, deixando de investigar se
essa reducdo na proliferacdo ocorria apenas por efeitos citostaticos dos inibidores ou
também por efeitos citotoxicos.

O IPBBIs sdo um dos compostos derivados da dieta mais estudados como
agentes anticarcinogénicos (KELLOFF et al., 2000). Apesar dos estudos desses IPBBIs
como agentes anticarcinogénicos ja estarem avancados, pouco se sabe sobre seu
mecanismo de acdo (KENNEDY, 1998 b). Alguns trabalhos mostram que o BBl pode
ser internalizado por células de fibroblastos e do intestino (YAVELOW et al., 1987 b;
BILLINGS et al.,, 1991). Foram encontrados dois receptores com atividade enzimatica
em membrana de fibroblastos tumorais passiveis de inibicdo pelo BBI classico.
Hipotetiza-se que a ligacdo do BBI com tais receptores aciona a internalizacdo da
molécula (YAVELOW et al., 1987 a). E possivel que IPBBIs também possam atuar
como moduladores de receptores ativados por proteases relacionados ao céncer

presentes em diferentes tipos celulares (SCHMIDLIN et al.,, 2001). Em um outro



No interior da célula tumoral, os IPBBIs possuem diversos alvos. Proteases estédo
intrinsicamente envolvidas em importantes etapas da transformacdo e progressao de
células malignas (DARMOUL et al.,, 2003; NYBERG, et al., 2006), com atividade
proteolitica maior do que em células normais. A utilizacdo de IPBBIs para inibir essa
atividade proteolitica exacerbada vem sendo estudada. KENNEDY (1995), MANZONE
(1995) e colaboradores mostraram que o tratamento de células tumorais com BBI
classico induziu uma diminuicdo significativa da atividade proteolitica das mesmas, e
essa diminuicdo foi correlacionada ao efeito anticarcinogénico preventivo ja descrito
para esse inibidor.

Outros mecanismos propostos estdo na alteracdo do processamento de fatores
de crescimento, receptores, maquinaria de reparo de DNA e fatores de transcricdo
(CLARK et al.,, 1993; KENNEDY, 1994; GARCIA-GASCA et al., 2002). Como exemplo,
a reducdo na expressdo dos proto-oncogenes c-myc e c-fos (genes relacionados a
proliferacdo e resisténcia de drogas anticarcinogénicas) foi observada apds o
tratamento de células tumorais com BBI classico (ST CLAIR et al.,, 1991; CHANG et al.
1993).

Alguns trabalhos atribuem a atividade anticarcinogénica de IPBBIs ao seu sitio
reativo para quimotripsina (YAVELOW et al., 1985; BILLING et al., 1987; WARE et al.,
1997; GUEVEN et al.,, 1998; KENEDDY, 1998). YAVELOW e colaboradores (1987 a),
ao testarem os efeitos do bloqueio dos sitios reativos do BBI classico em células
tumorais, observaram que a molécula apenas mantinha sua atividade anticarcinogénica

se o sitio reativo da quimotripsina estivesse desbloqueado. No presente trabalho, o
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efeito anticarcinogénico do BTCI foi observado na molécula nativa e no peptideo que
possui atividade de inibicdo para quimotripsina (PCHY), corroborando com as
informagdes relatadas acima. Porém, outros trabalhos destacam que a auséncia de
inibicio de quimotripsina ndo implica necessariamente em um baixo efeito
anticarcinogénico de IPBBIs (KOBAYASHI, et al.,, 2004; HO et al., 2007). WANG e
colaboradores (2007) descreveram IPBBIs com efeito anticarcinogénico contra células
de mieloma contendo apenas atividade de inibicdo para a tripsina. Aparentemente, ndo
existe uma correlacdo padronizada entre atividade de inibic&o e efeito anticarcinogénico
que possa ser aplicado para todos os IPBBIs. Tais diferencas provavelmente residem
em outras caracteristicas intrinsecas de cada inibidor que ainda precisam ser
elucidadas.

Recentemente, CHEN e colaboradores (2005) publicaram um trabalho detalhado
sobre um possivel mecanismo de acdo anticarcinogénico do BBI classico em vias
intracelulares. Tal publicacdo foi um marco e um avan¢o nos estudos sobre a acdo de
IPBBIs. Os resultados do estudo mostraram que o tratamento de células de cancer de
mama com o BBI classico induziu um bloqueio na proliferacdo celular em decorréncia
da inibicdo do proteassomo.

O proteassomo € um complexo proteico que esta localizado tanto no citoplasma
guanto no nulcleo celular e apresenta duas subunidades reguladoras (19 S) e uma
subunidade proteolitica (20S). A subunidade proteolitica contém trés sitios ativos
enzimaticos ja carcterizados: chymotrypsin-like, trypsin-like e post-glutamyl peptidyl
hidrolytic-like. Proteinas com alteracbes em sua estrutura ou desnecessarias em
alguma via celular sdo marcadas com polipeptideos de ubiquitina e direcionadas ao

proteassomo para degradagdo. O proteassomo reconhece a proteina e degrada a



mesma liberando peptideos que podem ser usados na reciclagem de aminoacidos para
sintese de proteinas ou servir como antigenos para células do sistema imune
(CIECHANOVER et al., 1998; ADAMS et al., 2004).

A inibicdo da atividade proteolitica do proteassomo é um dos alvos mais recentes
para drogas anticarcinogénicas e tem sido tema de varios artigos e revisbes (ADAMS et
al., 2002; ADAMS et al., 2004; NALEPA et al., 2006). Sabe-se que as vias intracelulares
regulatorias determinam por quanto tempo, quando, onde e quais moléculas devem
estar presentes para a continuidade do sinal. Esse controle é feito principalmente pela
ativacdo, desativacdo e degradacdo das moléculas regulatérias. Muitos substratos do
proteassomo sdo mediadores e reguladores de vias intracelulares que estdo alteradas
na carcinogénese (proliferacdo celular e apoptose, por exemplo) (DREXLER et al.,
1997; ADAMS et al., 2004). No ciclo celular, as Cdks sdo reguladas pelas ciclinas. As
ciclinas, assim como seus reguladores p21 e p27, sdo rapidamente degradados pela via
ubiquitina-proteassomo assim que desempenham sua atividade nas fases do ciclo
celular (GLOTZER et al, 1991; CLURMAN et al., 1996). Para a progressao da
proliferacdo celular € necessario uma regulacdo exata da ativacdo e degradacéo
dessas moléculas. Portanto, visando uma aplicagdo terapéutica, a inibicdo do
proteassomo pode levar a um bloqueio nas fases do ciclo celular inibindo o crescimento
tumoral (ADAMS et al., 2002; NALEPA et al., 2006).

Uma outra implicacéo da inibicdo do proteassomo esta na apoptose. A protéina
supressora de tumor P53 esta presente em baixas quantidades em uma célula normal.
Apoés o recebimento de um estimulo de estresse celular, P53 tem sua expressao e
sintese aumentada e ativa varias vias intracelulares culminando, dentre outros eventos,

na apoptose. Sabe-se que células tumorais super expressam moléculas reguladoras
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(MDM2) que tem a atividade de ubiquitinar P53 e direciona-la ao proteassomo para a
degradacdo (CHENE et al.,, 2003). Sendo assim, a inibicdo do proteassomo impede a
degradacédo de P53 permitindo sua atuacdo na apoptose (ADAMS et al., 2004).

Além do BBI classico, outros inibidores de proteassomo, naturais ou sintéticos,
estdo sendo testados com sucesso no bloqueio da progressdo do cancer e na inducgdo
de apoptose (CHANDRA et al., 1998; DOU et al., 1999; CHAUHAN et al., 2005; ADAMS
et al., 2004). O mecanismo completo da inibicdo do proteassomo em células tumorais
ainda ndo foi completamente elucidado, mas tal efeito j& € considerado uma promessa
para novos tratamentos terapéuticos contra o cancer em um futuro proximo.

E possivel que o BTCI e o peptideo PCHY atuem de maneira similar ao BBI
cldssico na inibicdo do proteassoma. Essa hipdtese tem como base a semelhanca
estrutural e funcional entre BBI classico e BTCI. Além disso, a diminuicdo da
proliferacdo, alteracdo do ciclo celular e a inducéo de apoptose em células tratadas com
BTCI e com peptideo PCHY sdo semelhantes aos efeitos observados em células
tratadas com moléculas inibidoras do proteassomo (CHANDRA et al., 1998; DOU et al.,
1999; CHAUHAN et al., 2005; ADAMS et al., 2004).

A inducdo de autofagia observada em células tratadas com BTCI ou PCHY
(Figuras 22 e 23) como consequéncia da inibicdo do proteassomo também é uma
possivel hipotese. Sabe-se que uma forma complementar de degradar o excesso de
proteinas e organelas danificadas é pela ativacdo do mecanismo de autofagia (KONDO
et al.,, 2005; LUZIO et al.,, 2007). Portanto, como a inibicdo do proteassomo induz o
acumulo de moléculas no citoplasma que sao potencialmente tdxicas para a célula,

estas podem tornar-se alvos para o mecanismo autofagico. Tal efeito foi observado em



Sendo assim, novos estudos visando avaliar as hipéteses da internalizacdo do
BTCI e do peptideo PCHY pela célula, da inibicdo da atividade proteolitica do
proteassomo pelos mesmos e da ativacdo de autofagia precisam ser realizados. As
pesquisas visando identificar a internalizacdo do BTCI ou PCHY pela célula de cancer
de mama ja estdo em andamento.

Além de seus efeitos anticarcinogénicos, outras caracteristicas dessas moléculas
corroboram para sua utilizacdo nesse contexto. Uma das principais vias de
administracdo de drogas anticarcinogénicas € a via intra-venosa. Nesse trabalho
mostramos que o BTCI e o peptideo PCHY ndo causam lise em heméceas (Figura 25).
Tais dados sugerem que esses inibidores podem ser administrados intra-venosamente
sem causar prejuizo para a maioria das células sanguineas. No entanto, os efeitos do
BTCI e PCHY na corrente sanguinea ainda necessitam de uma investigacdo mais
detalhada.

O BTCI é uma molécula que mantém sua atividade inibitéria em uma
temperatura de até 95°C e em uma variacdo de pH de 3 a 11 (SILVA et al., 2000). Essa
estabilidade molecular é importante para que apds a administracdo em um organismo,
o inibidor mantenha-se ativo até sua chegada nas células alvo. Trabalhos realizados
com o BBI classico mostraram que apds a administracdo oral, o BBI atinge o célon
intestinal na forma ativa, € absorvido como peptideo biologicamente ativo pelas células
epiteliais do local e distribuido por diferentes 6rgaos do organismo (WAN et al., 2000;
WANG et al.,, 2000). A alta estabilidade dos IPBBIs também pode ser explorada para

tratamentos de tumores em Orgdos com pHs extremos como estdbmago e intestino
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(FERNANDES et al.,, 1995; KENNEDY et al., 1996). Aléem disso, essa estabilidade é
importante no emprego desses inibidores como medicamentos ja que seria possivel
preparar estoques estaveis a temperatura ambiente, facilitando sua distribuicdo e
transporte. Visando essas aplicagfes, estudos sobre a estabilidade do peptideo PCHY
em diferentes condi¢Ges de temperatura e pH ainda precisam ser deteminados.

Outra vantagem importante estd na questdo da solubilidade. Muitas drogas
anticarcinogénicas empregadas atualmente s&o insollveis em meio agquoso. Essa
caracteristica dificulta a administracdo e a dispersdo das mesmas pelo organismo
(LEUNER et al.,, 2000; WASSVIK et al., 2006). Opostamente, o BTCI e PCHY sé&o
soluiveis em meio aquoso, fato que confere uma importante vantagem em sua utilizacdo
como medicamento. E importante destacar que, na dose de 200 pM, o BTCI tende a
formar oligbmeros e agregados (Figura 21), no entanto, baseado nos resultados
apresentados no presente trabalho, essa reorganizacdo de suas moléculas nao implica
em reducao de atividade anticarcinogénica.

Sabe-se que, em solucdo, o BTCI apresenta a tendéncia de se auto-associar e
formar oligbmeros, no entanto, a relagdo entre oligomerizagdo e atividade biologia das
moléculas ainda ndo foi determinada. Hipoteses sugerem que os oligoméros fomam
motivos protéicos com potencial para atuar como moduladores da orientagdo e
especificidade das proteases a serem inibidas (SILVA et al., 2005). Pesquisas visando
estudar a formacdo de oligbmeros de BTCl relacionada a sua atividade
anticarcinogénica precisam ser realizadas.

A maioria dos IPBBIs estudados ndo causaram efeitos citostaticos ou citotoxicos
em células normais de mama, préstata e fibroblastos (ZHANG et al., 1999; KENNEDY

et al., 2002). Esse efeito € destacado como ponto positivo a favor dos mesmos em
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tratamentos terapéuticos contra o cancer. No entanto, alteragfes de células normais
tratadas com IPBBIs ja foram observadas. GARCIA-GASCA e colaboradores (2002)
relatam efeitos citostaticos em fibroblastos tratados com [IPBBIs. ZHANG e
colaboradores (1999) mostraram reducéo da proliferacdo de células normais da tiredide.

No presente trabalho, apesar de ndo ser toxico para hemécias, o tratamento de
fibroblastos com BTCI resultou em uma diminuicdo significativa da viabilidade dos
mesmos (Figura 26). MOY e colaboradores (1994) descreveram que o BBI classico
inibe uma serinoprotease de 43 KDa presente em células de cancer de mama e
postulou que a inibicdo dessa serinoprotease estava relacionada com a atividade
anticarcinogénica do mesmo. Interessantemente, uma outra serinoprotease similar a
anterior também foi encontrada em células de fibroblastos humanos normais. E
possivel, portanto, que o BTCI tenha o mesmo alvo tanto em células de céancer de
mama quanto em fibroblastos, induzindo efeitos citotoxicos em ambos tipos celulares.
InvestigacOes posteriores serdo direcionadas para esclarecer essa questo.

E importante ressaltar que o emprego de novas metodologias podem melhorar a
especificidade do BTCI para células tumorais de interesse. A nanotecnologia tem sido
amplamente utilizada para a producdo de carreadores de medicamentos para o local da
patologia, aumentando a quantidade de medicamento liberado no local e a
especificidade do mesmo (TORCHILIN et al., 2007). Portanto, € possivel que o
encapsulamento do BTCI em materiais nanoparticulados, como lipossomos, ligados a
moléculas sinalizadoras especificas para células tumorais proteja células normais de
seus efeitos citotdxicos e citostaticos. Para avaliar essa hipOtese, mais estudos seréo

realizados.



Diferentemente do BTCI, o peptideo PCHY ndo alterou a viabilidade de
fibroblastos (Figura 26). Esse resultado é surpreendente e aumenta a probabilidade da
utilizacdo desse peptideo como um agente anticarcinogénico mais especifico para
células tumorais de mama. Sabe-se que outras regides da estrutura dos IPBBIs
juntamente com seus residuos de aminoéacidos contribuem, direta ou indiretamente,
para sua atividade, ou seja, a topologia global da molécula interfere na atividade da
mesma (COSTA et al.,, 2006). Dessa forma, é possivel que regides presentes apenas
no BTCI estejam relacionadas com a elevada toxicidade do mesmo em fibroblastos.
Mais estudos sdo necessarios para determinar a razdo da diferenca de atividade em
fibroblastos entre BTCI e o peptideo PCHY.

O peptideo PCHY, apesar de ser apenas um fragmento de BTCI, manteve a
atividade de inibicdo especifica para quimotripsina (Figura 13). Além de manter a
atividade inibitéria, PCHY também manteve os efeitos anticarcinogénicos de forma
semelhante & sua molécula nativa sem toxicidade para células ndo tumorais (Figuras 25
e 26).

A continuidade dos estudos com o peptideo PCHY no tratamento de cancer de
mama pode ser considerada uma alternativa a utilizacdo de compostos extraidos
exclusivamente da natureza. O fato do peptideo PCHY ser um composto simples e
pequeno permitiu que ele fosse sintetizado em grandes quantidades em um curto
periodo de tempo. Tal caracteristica contribui positivamente para a reducdo no tempo
das pesquisas, uma vez que o passo de purificacdo de moléculas anticarcinogénicas a
partir de sementes € substituido pela sintese quimica, que tem como vantagens a
obtencdo do composto de estudo de forma rapida, econdmica, segura e controlada

(HAMBURGER et al., 1991; RATES et al., 2001).



Muitos estudos vém sendo realizados visando estudar o efeito de mutacdes em
residuos de aminoacidos na atividade de peptideos derivados de IPBBIs. Esses
estudos buscam, por meio da engenharia de proteinas, encontrar moléculas que
apresentem a menor estrutura possivel capaz de manter ou intensificar os efeitos e a
estabilidade da molécula molde, direcionando o processo de screening de novos
compostos anticarcinogénicos (FENANDEZ et al., 2001; MCBRIDE et al.,, 2001; FEAR
et al., 2007). Dessa forma o peptideo PCHY também pode ser utilizado como molde
para sintese de novos peptideos com efeitos anticarcinogénicos e estabilidade
intensificados.

O estudo ora apresentado mostra, pela primeira vez, os efeitos do inibidor BTCI
e de peptideos derivados na area de oncologia, utilizando-se como modelo células de
cancer de mama, considerada uma das neoplasias malignas mais freqiientes e
agressivas no Brasil e no mundo. Os resultados sdo promissores e apontam o BTCI e
PCHY como possiveis agentes terapéuticos modulatorios alternativos ou
complementares aos tratamentos convencionais como a cirurgia, radioterapia e
quimioterapia que, apesar de serem utilizados atualmente no tratamento desse tipo de

cancer, apresentam eficiéncia moderada e efeitos colaterais severos.



/. Conciusoes



Os resultados obtidos permitem concluir que:

1) Os tratamentos de células de cancer de mama com BTClI ou PCHY, nas
concentracdes de 200 e 400 pM respectivamente, por 72 horas induziram efeitos

citostaticos e citotdxicos.

2) Os efeitos citostaticos e citotdxicos induzidos por BTCI e PCHY sao caracteristicos

da apoptose e estdo associados a autofagia.

3) BTCI e PCHY néo induziram a lise de hemaceas.

4) BTCI reduziu a viabilidade de fibroblastos, contudo, PCHY ndo causou nenhuma

alteracdo na viabilidade das mesmas.

5) Os peptideos derivados do BTCI analisados mantiveram sua atividade de inibicao de
proteases semelhantes a molécula original. No entanto, apenas o PCHY mantave as
propriedades anticarcinogénicas.

6) Os efeitos do BTCl e PCHY nas células avaliadas ndo foram causados por
alteragbes indiretas no pH e na osmolaridade do meio de cultura, mas pela propria

atuacao dos inibidores.

7) Considerando os dados acima, BTCIl e PCHY sao moléculas promissoras para serem
empregadas como potenciais agentes anticarcinogénicos alternativos ou
complementares aos tratamentos convencionais utilizados no céncer de mama

atualmente.



8. JInexp



Baseados na seqléncia e estrutura tridimensional do BTCI, peptideos
correspondentes aos sitios reativos de tripsina e quimotripsina foram desenhados e

submetidos a sintese. Abaixo, estdo relatadas informacdes mais detalhadas sobre eles:

PTRY (Figura 28 A):
Seqliéncia: CTKSIPPQC
Massa Molecular: 974,17 Da

Peptideo ciclico com uma ligacéo dissulfeto

PCHY (Figura 28 B):
Sequéncia: CTFSIPAQC
Massa Molecular: 967,14 Da

Peptideo ciclico com uma ligacédo dissulfeto

Figura 28. Estrutura de peptideos derivados dos sitios reativos do BTCI. A) BTCIL. B) Sitio
reativo para tripsina (PTRY). C) Sitio reativo para quimotripsina (PCHY). Amarelo: ligacédo

dissulfeto.
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