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RESUMO

Os inibidores Bowman-Birk, comumente chamados de BBI, sao
moléculas proteicas caracterizadas pela presenca de dois dominios
independentes, capazes de inibir serino-proteases. Embora os mecanismos de
atividade bioldgica dessas moléculas nédo estejam totalmente elucidados, o
interesse por essa classe de inibidores esta relacionado com a descoberta de
que o BBI pode atuar como agente preventivo do cancer. A capacidade do BBI
de prevenir a carcinogénese tem sido estudada extensivamente, tanto em sua
forma purificada quanto na forma de extrato proteico de soja enriquecido de
BBI, chamado de BBI concentrado (BBIC). Parte do efeito antitumoral pode
estar relacionada a uma possivel atividade anti-angiogénica, uma vez que
proteases que degradam a matriz extracelular podem ter atividade reduzida na
presenca de inibidores de tripsina. Esse trabalho teve como proposta a
avaliagdo da atividade anti-angiogénica de inibidores de tripsina e dominios
sintéticos relacionados ao BBIl. Nesse sentido foram avaliados os peptideos
inibidores de tripsina e quimotripsina, sintetizados pelo nosso grupo de
pesquisa utilizando-se o protocolo de sintese em fase sdlida estabelecido por
Merrifield (1963), o BBI purificado através de cromatografia de troca ibnica, o
inibidor de semente de abdébora CMTI purificado pelo método de cromatografia
de afinidade e pentamidina. O inibidor BBl quando purificado em cromatografia
de troca ibnica demonstrou alta capacidade anti-angiogénica nas doses de
7000 até 70 pmols, enquanto quando purificado em cromatografia de afinidade
ocorre a perda de praticamente toda sua atividade antitripsina e
antiangiogénica, demonstrando a importancia da integridade desse dominio na
atividade. Os peptideos sintéticos também foram ativos entre as doses de 7000
a 700 pmols, sendo a maior atividade observada para o peptideo inibidor de
tripsina. O inibidor de abdrora purificado em cromatografia de afinidade
também apresentou resposta anti-angiogénica nas concentragdes de 7000 a
700 pmols em intensidade semelhante ao inibidor de tripsina sintético. A
atividade ani-angiogénica associada a inibicdo de tripsina promovida pelos
inibidores naturais e analogos gerou uma resposta maxima de 40% de redugéao
da angiogénese. Entretanto, a pentamidina apresentou-se ativa entre doses de

7000 a 7 pmols com uma redugao de até 80% na angiogénese, possivelmente,

viii
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pelo fato de apresentar uma atividade antiproliferativa além da inibicdo de
proteases. Esses resultados reforcam as evidéncias que inibidores de tripsina
sdo dotados de atividade anti-angiogénica e que inibidores proteicos com
propriedades antitumorais, como o BBI, podem exercer em parte, sua acao

mediante a inibigcdo da angiogénese.
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ABSTRACT

The Bowman-birk inhibitors, generally called BBI, are protein molecules
characterized for presence of two independent domains, able to inhibiting serine
proteases. Although the biological activity of these molecules mechanisms are
not completely understood, the interest in this class of inhibitors is related with
the discovery that BBl can act as a cancer preventive agent. BBI's ability to
prevent carcinogenesis has been studied extensively, both in purified form or in
protein extract enriched soybean of BBI, called concentrated BBI (BBIC). Part of
the anti-tumor effect may be related to the possible of anti-angiogenic activity,
since proteases that degrade the extracellular matrix may have reduced activity
in the presence of trypsin inhibitors. This work aimed the rating of the anti-
angiogenic activity of trypsin inhibitors and synthetic fields related to BBI. In this
sense we evaluated trypsin inhibitor peptides and chymotrypsin synthesized by
our research group using the synthesis protocol in solid phase established by
Merrifield (1963), BBI purified by ion exchange chromatography, the seed
inhibitor pumpkin CMTI purified by affinity chromatography method and
pentamidine. The BBI inhibitor purified in ion exchange chromatography
showed high anti-angiogenic capacity in doses of 7000 to 70 pmoles, while
when is purified in affinity chromatography lost almost all of antitrypsin activity
and antiangiogenic. The synthetic peptides also are active between doses
7000-700 pmoles, showing the highest activity in the peptide for trypsin
inhibition. The purified inhibitor pumpkin affinity chromatography also showed
anti-angiogenic response in concentrations 7000-700 pmoles, similar intensity
of the synthetic trypsin inhibitor. The anti-angiogenic activity associated with
inhibition of trypsin promoted by natural inhibitors produced a maximal reduction
of angiogenesis of 40%. However, the pentamidine was presented active
between 7000-7 pmoles with a reduction of up to 80% in angiogenesis,
possibly, because present an antiproliferative activity besides the inhibition of
proteases. These results provide further evidence that trypsin inhibitors are
equipped with anti-angiogenic activity and protein inhibitors with anti-tumor

properties as BBI, can exert in part its action by inhibiting angiogenesis.
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1. INTRODUGAO

1.1. Angiogénese

Para o crescimento e manutencdo dos tecidos € necessaria a distribuicdo
eficaz de oxigénio e nutrientes. A angiogénese (Figura 1) ou neovascularizagéo é o
processo fisioldgico de formagao de novos vasos sanguineos, a partir da vasculatura
pré-existente (Hoeben et al., 2004), que facilita a chegada desses compostos aos
tecidos. Esta formacao vascular funciona como uma rota de transporte para células
especializadas como as hemacias (Carmeliet & Jain, 2000). A primeira observagao
da formagao de microvasculatura foi feita em 1853 por Meyer, que notou algumas
estruturas sendo formadas em capilares de caudas de girino. Posteriormente em
1929 foi observado que células da musculatura lisa, diferenciadas a partir dos
fibroblastos, se juntam com células endoteliais formando uma estrutura tubular

(Mendonga & Coutinho-Netto, 2009).

EMBRYO
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Figura 1: A figura mostra um precursor endotelial (angioblasto - Angioblast) dando inicio a formagao da vasculogénese
primitiva através da expansdo e remodelacdo. Na mesma figura Celulas musculares lisas (Smooth Muscular Cells — SMC)
recobrem as células endoteliais durante a miogenese vascular e estabilizando os vasos durante a arteriogénese. CL:
colageno, EL: elastina, Fib: Fibrina (Carmeliet, 2000).

O processo angiogénico envolve um balango positivo e negativo rigoroso,
onde moduladores como: fatores soluveis e proteases que degradam matriz
extracelular (ECM), sdo secretados através do contato de células, promovendo o

desenvolvimento do tecido vascular (Drewes et al.,, 2012). Tais moduladores
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secretados promovem divisdo de células endoteliais, degradagcdo da membrana
basal e extracelular para formacdo da nova estrutura de transporte sanguineo
(Hoeben et al., 2004).

Para ser possivel a formagdo dos novos vasos sanguineos é
necessario que as células endoteliais rompam a barreira da membrana basal e
migrem para o local onde receberam o estimulo angiogénico (Auerbach et al., 2003).
A expressdo de moléculas na membrana celular auxilia a interagao célula-célula e
célula-meio extracelular, facilitando esta migracdo (Drewes et al., 2012). Neste
contexto, um dos fatores mais criticos para a regulagcado da angiogenese é a atuacgao
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), ele liga-se ao seu receptor de
membrana VEGFR-2 e regula etapas como a proliferagdo, permeabilidade e
sobrevivéncia tecidual (Pandya et al., 2006). A atuagdo de todos os fatores
estimulam células precursoras endoteliais que estdao presentes na medula e no

sangue periférico de adultos (Carmeliet, 2000).

A angiogenese possui uma sequencia de eventos chave no amplo numero de
processos fisiologicos e patoldgicos, ela esta presente em etapas fisioldgicas como o
crescimento embrionario, ovulacgao, cicatrizagao de feridas e regeneragéo de 6rgaos.
No desenvolvimento patolégico € possivel observar o estimulo em doengas que
possuem um baixo aporte sanguineo causado por problemas como danos
vasculares apoés a reperfusdo, isquemia ou falhas cardiacas, porem a angiogénese
esta diretamente ligada também a patologias com excessiva vascularizagdo como as
retinopatias, psoriase, crescimento e metastase tumoral (Ribatti et al., 2000;
Griffioen & Molema, 2000).

No desenvolvimento das doengas a presenga de macréfagos esta associada
com a secregdo de varios sinalizadores de crescimento vascular como citosinas,
fator de necrose tumoral, metaloproteases de matriz, entre outros. Esses fatores
induzem consideravelmente a angiogénese local, aumentando o numero de vasos

para suprir as necessidades e nutrir o tecido alterado (Li et al., 2000).

Judah Folkman foi o primeiro pesquisador a relacionar a angiogénese com
uma patologia, procurando a relagdo entre o crescimento angiogénico e o tumor

(Shing et al., 1984). A partir do estudo de Folkman, dados encontrados mostraram a
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relacdo direta do aumento angiogénico em tecidos com crescimento descontrolado.
Além disso, estudos recentes mostraram que a incidéncia de metastase pode ser
correlacionada com o numero e a densidade de vasos sanguineos em céancer de

pulm&o, mama, préstata, esdfago, coldn, gastrico e melanomas (Etoh et al., 2001).

O aparecimento de um acesso vascular sistémico no tecido tumoral
representa um passo limitante na progressdo do tumor. Um modelo classico de
regulacéo da angiogénese tumoral ocorre pelo balango dos fatores pro-angiogénicos

e anti-angiogénicos do organismo (Bergers & Benjamin, 2003).

Observando esta relagdo direta do desenvolvimento angiogénico com o
crescimento tumoral, varios estudos criaram hipdteses de terapias através do
impedimento do desenvolvimento vascular no local lesado. Alguns estudos preé-
clinicos demonstraram grande potencial de inibidores de angiogénese no tratamento
do céncer. Por isso a terapia antiangiogénica esta sendo considerada um avango
promissor na busca constante por uma forma de tratamento para o cancer e outras

patologias pro-angiogénicas (Griffioen & Molema, 2000).

As proteases se destacam como um dos mais importantes fatores no
processo de formagdo de novos vasos sanguineos. Sao estas proteinas que fazem
o rompimento da membrana basal e abertura de caminho na matriz extracelular para
formagao de novos vasos (Van-Hinsbergh, Engelse & Quax, 2006). A partir disso,
agentes quimoatrativos e agentes mitogénicos facilitam a migragéo e proliferagao de
células no local para a formagao da neovasculatura. Esse mecanismo de acao de
proteases auxilia também na metastase tumoral, proporcionando uma rota de
escape para células alteradas se alojarem e proliferarem em outros tecidos
(Tomanek & Schatteman, 2000).

O crescimento tumoral e principalmente a metastase sao considerados um
péssimo prognostico do desenvolvimento do cancer. Por esse motivo as proteases
tem atraido olhares para testes de medicamentos, levando em conta que o
impedimento da acao delas dificultaria a formag&o de vasculatura para nutrir o tecido
lesado consequentemente atrapalhando seu crescimento, além de dificultar o

escape de células metastaticas.
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1.2. Papel fisiolégico das proteases

As proteases sao proteinas que catalisam a hidrolise de outras proteinas em
regides especificas formando peptideos e aminoacidos (Prakash et al., 2011), elas
possuem diversas funcdes fisioldgicas podendo exercer papel chave em processos
como a coagulagdo sanguinea, crescimento e migracdo celular, formagao de
tecidos, morfogénese, crescimento de tumores, ativacdo de zimogénios, entre outros
(Tremacoldi, 2009). Em vegetais elas atuam principalmente na germinagdo de
sementes e como reserva energética. Devido a este amplo campo de atuagéo, as
proteases possuem grande importancia biotecnolégica, na busca por drogas ou
vacinas especificas, na agricultura e na industria alimenticia, tornando-as uma das

principais classes de proteinas estudadas (Cudic & Fields, 2009).

As proteases constituem uma grande familia, dividida em endoproteases e
exoprotease, de acordo com a posigao da ligagcao peptidica a ser clivada na cadeia
peptidica. Endoproteases atuam preferencialmente nas regides internas da cadeia
polipeptidica, enquanto as exopeproteases atuam principalmente nas regidées N ou C
terminais das cadeias polipeptidicas. Quatro classes principais de enzimas
proteoliticas (tabela 1) s&o reconhecidas pela Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (RAO et al., 1998).

Quimotripsina
) Tripsina )
Serino protease | Asp, Ser, His
Elastase

Calicreina pancreatica

Serino protease |l Subtilisina Asp, Ser, His
Papaina

Cisteino protease Actinidina Cis, His, Asp
Catepsina

Penicilopepsina

Aspéartico protease . Asp

Renina
Metalo protease | Carboxipeptidase A Zn, Glu, Try
Metalo protease || Termolisina Zn, Glu, His

Tabela 1. Tabela de apresentagéo das familias de enzimas proteoliticas (Tremacoldi, 2009).
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As proteases foram associadas em alguns processos do desenvolvimento do
cancer e por muitos anos tem sido estudadas como potenciais marcadores
terapéuticos (Bialas & Kafarski, 2009) . Acreditava-se que as enzimas proteoliticas
contribuiam para o desenvolvimento do cancer apenas nas etapas de invasao
tumoral e metastase (Koblinski et al., 2000). Atualmente, sabe-se que as proteases
participam de todas as etapas de progressao do tumor, incluindo os processos de
proliferagdo, adesdo, migragao, angiogénese, apoptose e evasao do sistema imune
(Figura 1) (Laufs et al., 2006; Nyberg et al., 2006).

As metaloproteases (MMPs) foram as primeiras a serem considerados
marcadores para tratamento antitumoral pelo seu papel na degradacdo de matriz
extracelular (ECM), elas s&o compostas por colagenases, gelatinases,
estromalisinas e metaloproteinases de membrana (Curran & Murray, 1999). As
MMPs sdo secretadas como zimdgenos inativos e alguns estudos in vitro puderam
demonstrar que o sistema u-PA/plasmin localizado na membrana celular, direta ou
indiretamente, ativa um numero de pro-MMPs, tais como pro-MMP-1, pro-MMP-3,
pro—-MMP-9, pro-MMP-10 e pro—-MMP-1345-47. Essa ativacdo zimogénica ¢é
regulada pelos inibidores teciduais de metaloproteases (TIMPS) (Woessner, 1991).
A ocorréncia de um desbalango entre as MMPs ativas e seus inibidores enddgenos
(TIMPS), promove uma degradacgao de tecido facilitando a formagéo de vasculatura
e consequentemente o desenvolvimento das patologias (Cudic & Fields, 2009). A
penetracdo ou degradagcdo da membrana basal ou matriz extracelular (MEC) requer
varias atividades proteoliticas diferentes, por isso, durante a remodelacdo da matriz
ocorre uma cascata complexa de eventos proteoliticos envolvendo multiplos grupos
de proteases incluindo importantes membros da familia das MMPs (Coussens &
Werb, 1996).

Levando em conta a relevancia da atuagcao das proteases no nosso
organismo os diferentes grupos de proteases foram melhor caracterizados, tornando
as serino proteases um dos mais estudados e hoje em dia. Elas séo assim
nomeadas pela presencga do residuo nucledfilo de serina presente no seu sitio ativo
(Lopes, 2006). Tem sido observada a presenga constante dessas proteases em
patologias ligadas ao crescimento vascular e a degradagdao de moléculas, sendo a

tripsina a protease mais observada nos trabalhos (Cudic & Fields, 2009).
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A tripsina € uma importante serino protease, ela tem como principal fungao
hidrolisar proteinas que possuem residuos de lisina e arginina em sua composi¢ao
(Lopes, 2006). Ela € uma importante proteina do sistema digestivo, e atua em
diversos sistemas do organismo humano, como as cascatas bioldgicas e ativagao de
zimogénios (RAO, et al. 1998). Boa parte das proteases encontradas em processos
patolégicos sdo serino proteases, 0 que sugere a importancia especifica desta

protease nos diversos estados fisioldgicos ou patologicos (Bialas & Kafarski, 2009).

Os inibidores de proteases sdo bem estabelecidos como agentes preventivos
do cancer por varios testes feitos em modelos in vivo e in vitro, porem, 0 mecanismo
antitumoral ndo é totalmente elucidado (Kashiwagi et al.,, 2011). A acdo destes
inibidores impedindo a fungdo das serino protease desperta entdo muito interesse

dos grupos de pesquisa relacionados a neovascularizagéo.

1.3. Inibidores de proteases

Inibidores de proteases sao moléculas que diminuem ou cessam a atividade
de enzimas proteoliticas. Alguns inibidores possuem baixa massa molecular e suas
estruturas sao formadas por uma ou mais cadeias polipeptidicas podendo ser
mantidas por pontes de dissulfeto o que proporciona a eles uma grande estabilidade

sob condicdes extremamente desnaturantes (Lucena, 2010).

Muitas formas moleculares de inibidores sdo encontradas em animais,
microrganismos e plantas (Pereira, 2005). Quase todos eles sdo produzidos na
forma de zimogénios e ativados através da ligagdo do seu sitio de inibigdo ao sitio
ativo das proteases (Laskowski & Qasim, 2000). Quando ocorre a interagéo
reversivel entre a protease e o inibidor, a atividade proteolitica das proteases é

diretamente influenciada (Oliva & Sampaio, 2009).

Devido a sua grande diversidade os inibidores foram classificados em 18
diferentes familias e a mais estudada hoje em dia € a de inibidores de serino
protease, em que, o primeiro membro isolado e caracterizado dessa familia foi o
inibidor do tipo Kunitz, descoberto na década de 40 por Moses Kunitz (Barbosa et
al., 2007).
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A maioria dos inibidores sado encontrados em plantas e desempenham
fungdes importantes como regulagao de proteinas enddégenas, acumulo de proteinas
de reserva e protegdo das plantas contra insetos (Pereira, 2005), ja os inibidores
com fungdo biolégica em animais atuam regulando varios mecanismos de
degradacgao proteolitica no organismo, promovendo um balango rigoroso entre
proteases e seus inibidores especificos, impedindo o aparecimento de diversas
doencas (Bode & Huber, 1992).

A soja sempre recebeu muita atencdo, certamente pelo fato desta semente
possuir dois importantes inibidores de serino proteases entre seus nutrientes, o
inibidor do tipo Kunitz e o inibidor Bowman-Birk (Tan-Wilson et al., 1985). Evidéncias
epidemioldgicas indicam que em paises asiaticos, que a soja € um dos principais
ingredientes da dieta, a incidéncia e mortalidade por cancer, principalmente o cancer
de mama, prostata e colon € muito menor do que em paises da América do Norte
(Messina & Barnes, 1991). Esta hipotese é suportada pelo trabalho de Du;
Beloussow & Shen (2001), eles mostraram, em experimentos com cancer de mama
induzidos em ratos, que a adicdo de soja em sua dieta conseguiu reduzir

significativamente o tamanho do tumor nos animais.

(a) Kunitz-type

| | |
[1*2 3

f-9
—f

(b) BBI (Menocot/Dicot)

(11

(1 238 a7s ?3}:;11:*11121314]

(c) Potato type Il

[123456*78]

(d) squash

o —

[123*45b]

Figura 2: Representacdo esquematica das pontes dissulfeto de quatro importantes inibidores de proteases. * - Indicam os

sitios reativos dos inibidores (Joshi, et al 2013).
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A tripsina hidrolisa ligagbes peptidicas na extremidade carboxila de L-
aminoacido basicos, como a arginina (Arg) e a lisina (Lys). Assim, muitos peptideos
naturais inibidores de tripsina possuem uma arginina ou lisina, que se ligam ao sitio
ativo da enzima, localizado na vizinhanga da triade catalitica responsavel pela
catalise (Bertrand et al. 1996).

Ainda ndo €& completamente compreendido o0 mecanismo pelo qual os
inibidores de proteases atuam como compostos antitumorais. Varias linhas
defendem a versdo de que os inibidores atuam inibindo a acdo de proteases
especificas para a formacao de matriz extracelular e de cascatas de defesa,
impedem a nutricho e oxigenagdo do tecido cancerigeno prejudicando seu
desenvolvimento (Hodivala-Dilke, 2009; Benjamin, 2003). Drewes et al., (2012)
mostram que os inibidores de tripsina do tipo Kunitz, oriundos da soja, possuem
atividade antiangiogénica provavelmente pela inibicgdo de alguns importantes

estimuladores da formagao de novos vasos.

Estas evidencias despertam o interesse para a utilizagdo de outros inibidores
menores e de maior atividade inibitéria como o CMTI de sementes de abobora e o
BBl de sementes de soja além da possibilidade de obter estas moléculas purificadas,
possibilitando a comprovacao da acado dos inibidores sem nenhum interferente da
preparagcdo. Estes inibidores através de suas caracteristicas moleculares podem
melhorar etapas como a biodisponibilidade do composto bem como a capacidade

antiangiogenica em tecidos.

1.3.1. Inibidor Bowman-Birk

O inibidor Bowman-Birk (BBI) € uma proteina inibidora de serino proteases
com 71 aminoacidos e que possui dominios inibitérios para as enzimas proteoliticas
tripsina e quimotripsina, ele consegue inibir estas duas proteases simultaneamente e
separadamente (Carli et al., 2013). Com uma massa molecular de aproximadamente
8 kDa ele esta presente em altas concentracbes em sementes de dicotiledéneas,
sendo ele o inibidor predominante encontrado em sementes de soja (Kashiwagi et
al., 2011).
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chymotrypsin
elastase

cathepsin G

mast cell chymase

trypsin

Figura 3: Estrutura do inibidor Bowman-Birk. O sitio de inibigdo de quimotripsina aparece circulado do lado direito da

imagem e o sitio de inibigao para tripsina aparece circulado do lado esquerdo da imagem.

Sua estrutura (Figura 3) molecular além de ser pequena, possui 7 pontes
dissulfeto, proporcionando ao BBl uma estrutura muito rigida, o que possibilita a este
inibidor atuar em situagdes extremas como pH muito baixo e temperaturas muito

elevadas, sem perder sua estabilidade estrutural (Frank & Meyskens, 2006).

A estrutura dos sitios reativos desse inibidor possui 9 residuos de
aminoacidos e a posigao desses depende do aminoacido que interage com o
residuo catalitico da enzima proteica. Varias isoformas de BBl podem ser
encontradas em diferentes tipos de leguminosas. Esse polimorfismo pode ser
atribuido a expressao de diferentes genes e as modificagdes pds-traducionais
durante o desenvolvimento das sementes. Apesar dos BBI’'s serem produtos de uma
familia de multigenes e possuirem variagdes nas sequencias de aminoacidos, eles

apresentam sitios reativos bastante conservados (Clementea & Domoney, 2006).

As posi¢des dos aminoacidos na estrutura desse inibidor faz com que ele seja
semelhante aos substratos proteicos as quais as proteases se ligam com afinidade
forma a impedir a mudanca de conformagdo necessaria a catalise, formando o
complexo enzima-inibidor com uma barreira energética desfavoravel a hidrolise
(Longstaff, Campbell & Fersht, 1990).

10
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Tem sido demonstrando que o extrato enriquecido de BBI, chamado BBI
concentrado (BBIC), tem condi¢gdes de inibir a carcinogenes in vivo no célon,
esbfago, figado, pulmdo e cavidade oral (Ledesma, Hsieh & Lumen, 2009). Sua
atuagdo como composto anticarcinogenica € amplamente estudada, embora nao se
saiba qual é o real mecanismo de atuacdo que desencadeia esse efeito benéfico.
Uma das suas caracteristicas que mais chama a atencao ¢é a estabilidade frente aos
acidos presentes no trato digestivo de humanos, o que possibilita a administragéo
por via oral em testes anticarcinogénicos, possibilitando a criagdo de medicamentos
menos agressivos como a quimioterapia e a radioterapia utilizados hoje em dia para

tratamento de tumores (Pereira, 2005).

Embora varios trabalhos produzidos nas ultimas décadas tenham apontado o
BBI como molécula responsavel pelo excelente efeito protetor do cancer induzido
quimicamente, grande parte dos trabalhos foram realizados com enriquecidos de
soja (BBIC). Essas preparagdes possuem outras substancias, também apontadas
como quimiopreventivas. Diante disso, torna-se imprescindivel o uso de preparacdes
purificadas para avaliar a real contribuicdo de cada uma dessas substancias para o

efeito final.

1.3.2. Peptideos sintéticos referentes aos dominios inibitérios do
BBI

A sintese de peptideos em fase solida (SPFS) é feita utilizando um suporte
solido chamado bead, que sédo polimeros com regides funcionais possibilitando o
acoplamento de aminoacidos através de ligacao peptidica, foi desenvolvida por
Bruce Merrifield (Merrifield, 1963). O peptideo permanece ligado ao suporte
polimérico durante toda a sintese e, ao final, é clivado, geralmente em uma condi¢ao
acida (Chan & White, 2000).

Os peptideos sado extremamente diversificados em termos funcionais. Muitos
atuam como hormdnios ou fatores liberadores destes, enquanto outros sao
neuropeptideos, neurotransmissores, toxinas, antibidticos, adogantes ou substratos
de proteases. Todo o conhecimento sobre os peptideos comecou a ser acumulado a

partir da década de 50, quando varios peptideos ativos foram descobertos e tiveram

11
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suas estruturas quimicas determinadas (Machado et al., 2004). Estas descobertas
geraram um enorme interesse por varias classes de compostos. Uma delas foi a
utilizacado de peptideos sintéticos referentes aos dominios de inibicdo de moléculas,
que se tornou um importante passo no conhecimento funcional dos seus inibidores
nativos, possibilitando avaliar a relagdo estrutura-atividade das moléculas (McBrideet
al., 2002). Com inumeros avangos os peptideos passaram a servir como provas
inequivocas das identidades quimicas e dos papéis fisiologicos das moléculas
naturais (Massilia et al., 2001).

Os peptideos podem ser rapidamente hidrolisados em presengca das
proteases do nosso organismo. Por esta razdo, eles podem apresentar baixa
concentracido plasmatica além de baixa atividade quando administrados por via oral.
Esse conhecimento impulsiona a realizagcdo de estudos de delecdo, adigdo e
modificacdo racional da sequencia de aminoacido ou criacdo de estruturas ativas
menores visando desenvolver analogos de moléculas biologicamente ativas capazes
de melhorar suas a¢gdes, aumentando ou diminuindo sua poténcia e alterando sua

estabilidade frente a proteases (Machado et al., 2004).

Grande parte das tecnologias atuais de separagéo, analise, quantificacdo e
identificacao de peptideos foram estabelecidas empregando peptideos sintéticos de
sequéncia, tamanhos e estabilidade quimica variada, podendo ser colocadas em
destaque a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), a espectrometria de
massas (MS) e o phage display (Aboul-Enein, 1999). Observando esse nivel de
avaliacdo da molécula, por meio de experimentos de phage display e ELISA, foi
levantada a possibilidade da construgcao de peptideos sintéticos baseados nas
cabecas inibitérias do BBl e que apresentem as caracteristicas necessarias para a

interac&o tanto com a tripsina quanto com a quimotripsina (Fernandez, et al. 2007).

A conformagdo canbnica do loop reativo é muito importante para um
posicionamento adequado e uma adaptacdo efetiva ao sitio ativo da enzima
proteolitica, o que resulta na formacdo do complexo de inibicdo. O residuo P1
desempenha um papel chave durante o processo, sendo ele quem define a
especificidade do inibidor (Laskowski & Qasim, 2000).

12
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Recentemente um grupo de pesquisa caracterizou um octadecapeptideo
isolado da secregao cutanea do sapo Huia versabilis, este contém um loop peptidico
de 11 residuos com um sitio reativo P1-P1’ (Lys8-Ser9) entre duas cisteinas, o sitio
reativo assemelha-se muito com as alcas inibitérias dos BBIl. Uma replicata desse
peptideo, nomeada HV-BBI, foi sintetizada e analisada quanto sua atividade anti-
tripsina e anti-quimotripsina. Quando sintetizado em sua forma nativa (com um
residuo de lisina na posicdo P1), o peptideo mostrou-se um potente inibidor de
tripsina com Ki de 19nM. A substituicdo desse residuo por arginina resultou em uma
reducao significante da poténcia (Ki 57 nM), enquanto que a substituicdo por
fenilalanina resultou na aboligdo completa da atividade inibitéria da tripsina (Song et
al., 2008). Devido a varios fatores limitantes, dentre um dos principais a sua baixa
biodisponibilidade quando utilizado in vivo, a construcdo de peptideos sintéticos com
maior estabilidade e que conservem a atividade biolégica dos homdlogos naturais
sao boas alternativas a aplicacdo de peptideos na prevencido ou tratamento de

diversas doencas (Wang & Shen, 2000).

As possibilidades de aplicagdo dos peptideos sintéticos s&o inumeras,
possibilitando um grande avang¢o na producdo de novas drogas com potencial e
atividade antitumoral e melhorando o conhecimento biolégico da molécula testada,
reconhecendo o valor de cada regido da molécula envolvida. Além disso, os estudos
envolvidos em cada peptideo irdo permitir maior detalhamento do mecanismo de
diferentes enzimas e consequentemente ampla abertura para o desenvolvimento de
inibidores especificos, além do entendimento dos processos de interagdo de
moléculas peptidicas com membranas biologicas, a obtencdo de sistemas de
transporte e liberagdo controlada de peptideos biologicamente ativos (Marchetto,
2013).

Observando tais citacbes seria importante testar o potencial de peptideos
sintéticos referentes as cabecas inibitérias do BBI, e avaliar se a diminuigcdo do
tamanho da molécula proporciona uma melhora na biodisponibilidade e na

capacidade antiangiogénica por parte do peptideo sintético.
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1.3.3. Inibidor de Cucurbita méaxima

Os inibidores de Abobora, CMTI, sdo os menores inibidores de tripsina
conhecidos, eles sdo purificados em membros da familia Cucurbitaceae como a
Cucurbita méaxima, Cucurbita pepo, Mamordica repens entre outras (Laure et al.,
2006). Os inibidores CMTI-l e CMTI-IIl foram os dois primeiros membros dessa nova
familia de inibidores de serino proteases a serem isolados (Krishnamoorthil, Gong &
Richardson, 1990), porem ja sao conhecidas hoje em dia quatro isoformas o CMTI-I,
CMTI-ll, CMTI-IV e o CMTI-V. As trés primeiras isoformas possuem massa
molecular semelhante de aproximadamente 3kDa enquanto a isoforma CMTI-V é

maior e tem uma massa de aproximadamente 7kDa (Jas€kiewicz et al., 1998).

Inhibitor Sequence Ka[l-l_l] (pH &.3)
1 5 10 15 20 25 29
i
CMTI-1I RVCPRILHECKKDSDCL.RECVGLEH—CYCﬁa 3.2?{1011
+
CHMTI-TII RVCPRILHKCKKDSDCLAECVCLEH-CYCGc 6.9;1011
+
B T T S I e e T b 10
CMTI-1V HEERVCPRI|LMKCKKDSDCLAP.CVCLEH-GYC(G) 5.8 x 10

Figura 4: Sequéncia de aminoacidos da familia de serino proteases de abobora e suas constantes de associagdo K, em
tripsina bovina (Wiecaorek, et al. 1985).

Uma das caracteristicas que mais chama a atenc¢ao para este inibidor € a sua
elevada atividade de inibicao de serino proteases, com uma constante de inibicao de
aproximadamente 3,2 x 10" M™ para tripsina bovina (Thaimattam et al., 2002).
Esses pequenos inibidores possuem em sua cadeia peptidica 27 a 34 residuos de
aminoacidos com 3 pontes dissulfeto, sdo essas ligagdes que mantem a estrutura
secundaria dos inibidores rigida e ativa (Krishnamoorthil, Gong & Richardson, 1990).
Um trabalho feito por Kazmierczak et al., (2003) mostrou que a eliminagdo de
qualquer uma das pontes dissufeto presentes nessa molécula causa um enorme
decréscimo de 6-7 em ordem de magnitude na sua constante de inibigao,
comprovando entdo a importancia todas as ligagbes para a atividade desta

molécula.
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Arg'-Val-CysPro-Arg -Tle"-Leu-Met-X*-Cys-Lys-Lys-Asp-Ser-Asp-Cys-Leu-Ala-Glu-Cys-Val-Cys-Leu-Glu-His-Gly- Tyr-Cys-Gly™

Figura 5: Estrutura linear do inibidor de abobora CMTI (Kazmierczak, et al. 2003).

Por causa do seu tamanho reduzido e estrutura compacta ele € uma molécula
muito resistente em ambientes adversos com temperaturas elevadas e pH baixo,
aléem de possuir uma alta atividade inibitéria para tripsina e uma estabilidade
excepcional no plasma com facil penetragao nas células (Mylne et al., 2012). Estas
caracteristicas atrairam varias linhas de pesquisas para a caracterizagao da estutura

e funcao deste novo inibidor de serino proteases (Bode et al., 1989).

O uso destes como modelo para desenvolvimento de uma terapia contra
agentes angiogénicos bem como inibir a B-Tryptase e a elastase, atuando como um
agente terapéutico em desordens imunoldgicas, foi rapidamente aceita como uma
otima possibilidade (Daly et al., 2013), porem, foi possivel observar nos veiculos de
pesquisa utilizados para o levantamento bibliografico, que poucos trabalhos foram
desenvolvidos no intuito de estudar a atuacao destes inibidores em doengas que tem

seu desenvolvimento ligado diretamente com a atividade de proteases.

14. Pentamidina

O isotionato de pentamidina[l, 5-bis (4-amidinofenoxi) pentano] (figura 5), uma
diamidina aromatica, € uma droga n&o-peptidica que foi sintetizada na decada de 40
como agente anti-protozoario entre os anos de 1967 e 1984 atuando em
protozooses causadas por Leishmania e Trypanosoma (Parker et al., 1993). Em
1958 foi publicado o primeiro dado concreto do uso de pentamidina no tratamento de
criangas com penumonia causada por P. Carinii (Sands, Kron & Brown, 2013).
Porem, este composto apesar de ter um efeito farmacologico importante no
tratamento de patologias como as citadas a cima, ele causa reag¢des adversar muito
graves, principalmente no figado, o que faz com que sua administracdo seja na

maioria das vezes feita apenas em casos extremos (Paula et al., 2003).

15



Vieira,A.F.C. Introducao

As serino proteases tem um papel importante para a producado de diversos
medicamentos, ela esta associada a uma grande quantidade de processos
biolégicos como a digestdo de membranas, coagulagdo sanguinea e fertilizagdo. A
sua especificidade por arginina e lisina, as quais estdo presentes em muitos
inibidores naturais, proporcionou a sintese de diversos inibidores baseados nesses
grupos, por exemploa benzamidina, cuja estrutura mimetiza a da arginina, é o
componente primario de muitos inibidores maiores e mais complexos (Talhout et al.,
2003). A estrutura destes inibidores sintéticos semelhante a da arginina, €
componente primario da maioria dos outros inibidores sintéticos (Bode & Schwager,
1975). Estes compostos, sintéticos ou organicos, quando presentes no local de
acgao, posiciona-se no sitio que determina a especificidade da proteina, nesse caso o
sitio S1 da tripsina, sendo ent&o estabilizados por interagdes hidrofébicas e ligagdes

eletrostaticas no bolso do sitio S1 (Moreira, 2007).

NH,

NH

side chains

HoN NH

Figura 6: Estrutura quimica da pentamidina (a esquerda) e ligacdo do farmaco e de outros derivados da benzamidina ao
sitio ativo da B-tripsina bovina (a direita), com as multiplas conformagbes adotadas pela cadeia lateral da Glutamina
(GIn192): -tripsina/pentamidina (azul escuro), -tripsina/diminazeno-A (amarelo) e -tripsina/diminazeno-B (azul claro).
Adaptado de Perilo et al., 2010.

Trabalhos publicados indicam que uma das maiores influencias do efeito da
pentamidina se da pela sua acdo direta no DNA (Hildebrandt et al., 1998; Chow et
al., 2004 & Kobayashi et al., 2010). Recentemente descobriu-se que este

medicamento tem um alto potencial anticarcinogénico, principalmente para o
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tratamento do melanoma através da inibicdo da interacédo entre a proteina S100B,
uma proteina de 21,5 kDa, com a proteina p53 (Markowitz et al., 2004). A proteina
p53 é um ativador vital de varios genes envolvidos na apoptose e no controle do
ciclo celular, a estabilizacdo dessa proteina em processos neoplasicos impede o
crescimento inapropriado de células e funciona como um agente supressor do tumor
(Vousden & Lane, 2007). Sabe-se que a proteina S100B liga-se a p53 inibindo a
sinalizagdo correta para a transcrigdo, atrapalhando todo o ciclo celular normal
(Fernandez-Fernandez et al.,, 2005). A pentamidina atua ligando-se ao sitio da
proteina S100B especifico para a proteina p53, essa interagdo mantém a
estabilizacao e a fosforilagdo C terminal da p53, permitindo a regulagdao do ciclo
celular (Smith et al., 2010).

Embora seja conhecida a acdo terapéutica da pentamidina agindo na
transcricdo do DNA, ndo se conhece a acgao da pentamidina sobre outras vias que
impendem a formagao vascular o que pode influenciar diretamente no retrocesso do
tumor. O efeito benéfico completo observado no tratamento pode ser relacionado a
um sinergismo da agdo do medicamento em varios mecanismos do organismo. Sua
possivel atuagao sobre inibicdo de proteases tripsina-similes pode atuar como uma
chave para impedir a nutricdo do tecido impedindo o crescimento vascular

descontrolado (Puckowska, Midura-Nowaczek & Bruzgo, 2008).

Sem duvida muitas questdes ainda permanecem em relacédo aos efeito clinico
da pentamidina, podendo atuar diferentes processos. Assim, espera-se que algumas
dessas questdes sejam respondidas em um futuro préximo (Sands, Kron & Brown,
2013).
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2. Justificativa

Apesar do crescente aumento no numero de casos novos de cancer no Brasil
e no mundo observa-se uma reducao na taxa de mortalidade, fato este que pode ser
atribuido as constantes e incessantes pesquisas nas areas de diagndstico e
tratamento dessa doenga (IARC, 2010). O sucesso da terapia e consequente
reducdo na mortalidade dos pacientes acometidos por essa doenga baseiam-se
principalmente na detecgao precoce e na evolugdo das técnicas utilizadas para o

tratamento dessa doencga.

Nas décadas de 80 e 90 trabalhos relataram a atividade de inibidores de tripsina
e quimotripsina como agentes anticarcinogénicos (Barbosa et al., 2007). Entretanto
pouco se sabe sobre o real mecanismo de agao desses inibidores. O trabalho de
avaliacdo do potencial antiangiogénico de diferentes tipos e classes de inibidores
como o0 que desenvolvemos, pode ajudar muito a compreensao do mecanismo de
acao antitumoral, fornecendo uma informacgao importante para melhorar substancial

na prevengao e no tratamento do cancer.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial antiangiogénico dos inibidores de tripsina purificados (BB,
CMTI), e da pentamidina, além de sintetizar e avaliar a atividade antiangiogénica de

peptideos inibitorios de tripsina e quimotripsina analogos ao BBI

3.2. Objetivos especificos

e Obter BBI purificado em cromatografia de troca ionica;

e Obter CMTI purificado em cromatografia de afinidade;

e Sintetizar e purificar peptideos correspondentes as cabecas inibitdrias antitripsina e

antiquimotripsina do inibidor Bowman-Birk;

e Auvaliar o possivel efeito antiangiogénico dos inibidores BBI e dos dominios

inibitérios sintéticos;

e Auvaliar o possivel efeito antiangiogénico do inibidor CMTI;

e Avaliar o possivel efeito antiangiogénico da pentamidina em membrana corioalantdica

de Gallus domesticus.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto e catalogado sob o protocolo n°
2013/184.

4.1. Obtencdao do extrato enriquecido de soja (BBIC) através de

método tradicional

Os extratos concentrados de BBI foram obtidos conforme a metodologia
proposta por Yavelowet al. (1985) e modificada por nosso grupo de pesquisa.
Sementes de soja Glycine max trituradas em liquidificador foram delipidadas com 10
volumes de acetona P.A. O material triturado e delipidado foi macerado por 24 horas
em citrato de sodio 0,05M pH 4,0 e ao final da maceracéao filtrado em gaze. Foi
procedida uma precipitagdo overnight em solucdo contendo etanol a 60% em
ambiente com temperatura de 5°C. O extrato foi centrifugado a 4724 g por 30
minutos e aproveitado o sobrenadante. Posteriormente, o produto aproveitado
passou por nova etapa de precipitagdo overnight com etanol a 80% em com
temperatura de 5°C. Ao fim desta etapa o sobrenadante foi descartado e o

precipitado resultante foi ressuspendido em agua destilada.

4.2. Obtencido do extrato enriquecido de Cucurbita maxima (CMTI)

Os extratos concentrados de CMTI foram obtidos conforme a metodologia
proposta por Huang et al. (1999) e modificada por nosso grupo de pesquisa.
Sementes de Abobora Cucurbita maxima cortadas com tesoura e macerados
overnight a 5° C com solugdo de Citrato de sddio 0,05M em pH 4,0. Posteriormente
o material extraido foi filtrado em gaze e centrifugado a 6000 rpm por 2 horas. Foi
retirada a camada de lipideo que se formou no extrato e aproveitado o

sobrenadante.
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4.3. Cromatografia de troca idénica Q. Sepharose

O extrato enriquecido de proteinas de soja, preparado como descrito no item
4.1., foram submetidos a cromatografia de troca aniénica em Q. Shepharose. A
coluna utilizada foi previamente equilibrada em tampao de bicarbonato de amdnio
0,01M pH 8,5. As proteinas foram eluidas com concentragcdes de NaCl de 0,1M a
0,5M, as fracdes eram de 4 mL a cada 2 minutos. O acompanhamento das elui¢cdes
foi realizado em Espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu® duplo feixe no comprimento
de onda de 280 nm.

44. Cromatografia de afinidade de tripsina

Os extratos de proteina de Abobora, pré-enriquecidos como descrito no item
4.2., foram submetidos a cromatografia de afinidade de tripsina, confeccionada em
Sepharose 4B. A coluna utilizada foi previamente equilibrada em tamp&o A de
bicarbonato de aménio 0,01M pH 8,5. Apds aplicar o extrato enriquecido inicial a
eluicdo da cromatografia foi iniciada utilizando primeiramente o tampao A, para
limpeza da coluna e retirada das ligagdes inespecificas, posteriormente procedeu-se
uma segunda lavagem com NaCl 0,1M a fim de retirar qualquer interagcdo idnica
entre a coluna e outras proteinas da solugao enriquecida, por fim as proteinas foram
eluidas com HCI 0,1M, para o desligamento completo da ligagao entre a tripsina da
cromatografia e o seu inibidor especifico CMTIl em fragdes de 1mL recolhidas a cada
1 minutos e 40 segundos. O acompanhamento das eluigbes foi realizado em
Espectrofotdbmetro UV-Vis Shimadzu® duplo feixe no comprimento de onda de 280

nm.

4.4.1. Confeccao da coluna de afinidade de tripsina

A sepharose 4B, foi inicialmente ativada com epicloridrina, em seguida
procedeu-se a aminanagdao da agarose epOxi ativada a amino agarose. Para a
ativacdo da succinilamino agarose com N-hidroxisuccinimida, lavou-se a
succinilamino agarose extensivamente com dioxano para tornar anidra. Adicionou-se
hidroxisuccinimida e diclohexilcarbodiimida em pd a suspensdo para uma

concentragéo final de 0,1M cada, agitando-se, continuamente e posteriormente a
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reacao foi incubada por 70 minutos a temperatura ambiente. Para acoplamento do
acido &-aminocaproico: preparou-se uma solugcao de acido &-aminocaproico (2,6
g/100 mL), em NaHCO3 0,01 M, NaCl 0,9% ph 7,5 e suspendeu-se a resina em trés
volumes dessa solugcdo. Manteve-se a suspensao a temperatura ambiente por 1
hora, sendo realizada a sua ativacdo com N-hidroxisuccinimida. Para realizar o
acoplamento com ftripsina, lavou-se, rapidamente, a resina em funil com 50 mL de
agua destilada (paracada 20g de resina), e transferiu-se, imediatamente, para um
béquer contendo 5mg de tripsina (para cada grama de gel drenado) solubilizado em
NaCl 0,9% 0,01M NaHCOs , pH 7,5 (trés volumes). Lavou-se a resina e incubou-se
com etanolamina 0,1M pH 9,0 por 1 hora a temperatura ambiente. A solugao foi
misturada no tubo e ficou sob agitacdo por 12 horas a 4°C. A sepharose foi lavada
por trés vezes, com 10 mL de tamp&o bicarbonato e incubada com 10mL de glicina
0,2M, em tampao bicarbonato a 4°C por 12 horas. Por fim a resina foi lavada em 25
mL de tampao bicarbonato 0,1M, seguido de 25 mL de tempao acetato de sdédio

0,1M pH 4, seguido de nova lavagem com 25 mL de tamp&o bicarbonato.

4.5. Caracterizagao dos inibidores por eletroforese em gel de

poliacrilamida

As amostras provenientes dos procedimentos utilizados para purificagao do
inibidor foram identificadas e caracterizadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida. A eletroforese foi realizada segundo o método descrito Laemmli
(1970), utilizando géis de separagcdo a 15% e géis de concentracdo a 5%, em

condicdes desnaturantes.

Os géis foram preparados com os seguintes reagentes:

e Solugao tampéo Tris 1,5M pH 8,8 no gel de separacao e solugdo tampéao Tris
0,5M pH 6,8 no gel de concentracgao;

e Solucdo de acrilamida 30% p/v + bis-acrilamida 1% p/v;

e Solugédo de SDS a 10% plv;

e Solugéo de persulfato de aménio a 10% (preparo recente);

¢ N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina (TEMED);
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e Agua milli-Q q.s.p 10 mL.

As amostras foram reduzidas com ditiotreitol (DTT) a 10 mM por 30 minutos a
65°C no bloco térmico e posteriormente alquiladas com iodoacetamida a 40 mM por
1 hora a temperatura ambiente, no escuro. Apds reducgao e alquilagdo, as amostras
foram diluidas (1:2) em tampao contendo Tris-HCI 0,125 M pH 6,8; SDS 4% p/v e
glicerol 20% v/v, azul de bromofenol 0,002% p/v, e submetidas ao banho de agua

fervente por 5 minutos para desnaturagao total das proteinas.

4.6. Sintese dos inibidores peptidicos

Os inibidores peptidicos de tripsina e quimotripsina derivados do BBI (Tabela
1) foram sintetizados manualmente sob a forma soluvel, utilizando-se o protocolo de
sintese em fase solida estabelecido por Merrifield (1963), com algumas
modificagdes. O processo adotado neste trabalho utiliza o grupamento base-labil
Fmoc como protetor dos grupos a-amino, e derivados t-butilicos (t-Bu) para a
protecdo das cadeias laterais de residuos de aminoacidos trifuncionais. A resina
empregada para o acoplamento dos aminoacidos foi a RinkAmideResin HL (Merck,
Alemanha) a 0,78 mmol/g, da qual se utilizou a quantidade necessaria para um

rendimento de 40 umoles de peptideo por sintese.

Peptideo Nomenclatura Sequéncia
Cabeca inibitoria de tripsina YCT-trip YCTKSIPPQCG
Cabeca inibitéria de quimotripsina YCA-quimo YCALSYPAQCG

Tabela 2: Peptideos sintéticos baseados nas cabecgas inibitérias do BBI, suas respectivas nomenclaturas e

sequéncias. Em vermelho estdo destacados os aminoacidos referentes ao sitio de interagéo do inibidor.

4.6.1. Ativacao da resina

Antes da ligagao do primeiro derivado de aminoacido, 40 pmoles de resina
(52 mg) foram colocados em um tubo de sintese ao qual foi adicionada

dimetilformamida (DMF) suficiente para cobrir toda a resina, permanecendo sob
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agitacdo constante por trés horas a 37°C. Para a liberagdo do seu grupamento
Fmoc, a resina foi coberta com 3mL de 4-metilpiperidina 20% (v/v) em DMF e lavada
trés vezes, por 20 minutos cada, sob agitagao continua a temperatura de 37°C. Em
seguida, a resina foi lavada trés vezes alternadamente com metanol e DMF,
utilizando-se 2mL de cada solvente por lavagem. Todas as lavagens foram

realizadas com auxilio de uma bomba de vacuo.

4.6.2. Ativacao e adicdo dos aminoacidos a serem acoplados

Na etapa de acoplamento de cada aminoacido, foi empregado um excesso
molar de quatro vezes (160 pmoles), em relagao a quantidade de resina inicial, tanto
para o Fmoc-aminoacido quanto para os agentes de condensagdo. Os aminoacidos
sdo ligados pelo seu grupamento carboxila ao grupamento amino da resina,
formando uma ligagdo peptidica. O primeiro aminoacido foi adicionado ao tubo de
sintese em um volume de 2mL de DMF, acrescido de 25uL de
diisopropilcarbodiimida (DIPC) e 23 mg de acetato de etil 2-ciano-2-(hydroxiimino)
(oxymapure). O DIPC e a oxymapure s&do reagentes que permitem a ativagdo da
funcado carboxilica dos aminoacidos Fmoc. Apds 2 horas de agitagao a 37°C, todo o
liquido do tubo de sintese foi retirado, sendo entdo submetida a uma acetilacéo
preventiva. A acetilacdo impede a continuagao do crescimento das cadeias que nao
reagiram com O aminoacido a ser incorporado, € que, consequentemente, se
mantém com o grupo amino-terminal livre. Dessa forma, 50 yL de uma solugéao 1:1
de DIPC e anidrido acético foram adicionados em 1mL de DMF ao tubo de sintese,
permanecendo sob agitacdo a 37°C por 30 minutos. Ao fim desta etapa, a resina foi
lavada trés vezes alternadamente com metanol e DMF. A desprotegao dos grupos a-
aminicos (remog¢éo do grupo Fmoc), apds a incorporagdo de cada aminoacido, foi
realizada lavando-se a resina com 3mL de uma solugdo de 4-metilpiperidina 20%
(v/v) em DMF, por trés vezes de 10 minutos cada, com agitacdo continua a 37°C. Os
demais aminoacidos foram processados conforme descrito para o acoplamento do

primeiro aminoacido.

4.6.3. Clivagem do peptideo
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Apds o término dos ciclos de acoplamento, o ultimo grupamento Fmoc foi
eliminado com 4-metilpiperidina 20% em DMF, como descrito previamente, e a
resina lavada por quatro vezes, durante cinco minutos, com 3mL de diclorometano
(DCM). A clivagem final, para dissociagdo do peptideo da resina, e a desprotegao
das cadeias laterais foram efetuadas pelo tratamento das respectivas peptidil-resinas
com 5mL de solugdo de clivagem contendo 95% de TFA. Para os peptideos
contendo cisteina, a solugéo de clivagem continha 2,5% de B-mercaptoetanol, a fim
de se evitar a formacédo de pontes dissulfeto. O tubo de reacdo permaneceu sob
agitacao por quatro horas. A solugao contendo os peptideos foi coletada, transferida
para tubos de ensaio e os produtos de sintese precipitados com 50 mL de éter
etilico, permanecendo em repouso overnight a 4°C. Posteriormente, os precipitados
foram lavados com éter etilico e centrifugados por trés vezes a 1.500 gpor 5 minutos.
Na ultima etapa, o sobrenadante foi desprezado e o peptideo ressuspendido em
3mL de agua milli-Q. Os peptideos correspondentes as cabecgas inibitérias

tradicionais foram submetidos ao processo de ciclizagao.

4.6.4. Ciclizagcao dos peptideos

Para os peptideos correspondentes as cabecas de inibicdo de tripsina e
quimotripsina, foi utilizado o processo de ciclizacdo que permite a oxidagao e
consequente formacédo de pontes dissulfeto entre as cadeias laterais de cisteinas.
Os peptideos liofilizados foram dissolvidos em 50 mL de tampao acetato de amdnio
50 mM, pH 7.4, contendo 16% de dimetilsulféxido (DMSQO). Os tubos contendo as
solugdes foram mantidos sob agitagao por 48 horas na auséncia de luz e novamente
submetidos ao processo de liofilizagdo. Os peptideos foram purificados em sistema
de HPLC (High PerformanceLiquidChromatography) e caracterizados em

espectrometro de massas LCMS-IT-TOF com ionizagao do tipo electrospray.

4.6.5. Purificagao dos peptideos por cromatografia liquida em fase

reversa em sistema HPLC

Os peptideos sintetizados em fase sdélida foram submetidos a cromatografia

de fase reversa para a analise de sua pureza. As cromatografias foram realizadas
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em coluna C18 (250 mm x 10 mm) (Lichrocart 250-10 Purospher-Shimadzu®), em
sistema HPLC Shimadzu®. A coluna foi previamente equilibrada com uma solugéo
de agua mili-Q e TFA 0,1%. Aliquotas de ambos os peptideos (20 pL) foram eluidas
em um gradiente de acetonitrila (ACN) variando de 25 a 60% em TFA 0,1% durante
30 minutos com uma vazido de 1mL/minuto, monitorando-se a eluicdo a 280nm.
Apds a purificagdo, os peptideos foram caracterizados e identificados por

espectrometria de massas.

4.6.6. Caracterizagcao dos peptideos por espectrometria de
massas LCMS-IT-TOF electrospray

Os peptideos purificados foram analisados por espectrdbmetro de massas
LCMS-IT-TOF (Liquid Chromatography lon Trap Time Of Flight), que opera por
ionizagdo do tipo electrospray (Shimadzu®). O equipamento foi calibrado utilizando
trifluoroacetato de sodio. A voltagem capilar foi de 4500 V no modo positivo de
ionizagdo, com tempo de acumulacdo de 10 ms. As amostras foram aplicadas
através de injegbes diretas de aliquotas de 5pL. Os espectros obtidos foram
comparados com as massas moleculares preditas pelo software ExXPASy — Compute

PI/Mw tool (disponivel em http://web.expasy.org/compute _pi/).

4.6.7. Determinacao da concentragao das solugoes estoque de

peptideo

Apos a constatagdo da pureza, cada solugdo contendo os peptideos (que
possuem residuos de tirosina em suas sequéncias) foi padronizada para a obtengao
de dados experimentais. Foi empregado o método de Edelhoch (1967) para
determinacao tedrica do coeficiente de extingdo molar (€) em A 280 nm. Assim, tem-

se:
e Meétodo de Edelhoch para determinacao da € de peptideos e proteinas:

g (L.mol -1 .cm-1) = (n° de Trp).(5700 M cm™) + (n° de Tyr).(1280 M cm™) +
(n° de Cys).(125 M cm™)

O valor de ¢ é aplicado na equagao de Lambert-Beer para determinacado da

concentracdo da amostra:
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e Equacdo de Lambert-Beer: A =¢.b.c

onde ‘A’ é a absorbéncia da solugdo de peptideos em A 280 nm, €’ € a
absortividade molar calculada pelo método de Edelhoch (L.mol-1.cm-1), ‘b’ é o

caminho éptico (1 cm) e ‘¢’ a concentragédo (mol.L-1).

4.7. Ensaio Enzimatico

4.7.1. Atividade inibitéria antitripsina bovina

A determinacéo da atividade tripsinica foi feita de acordo com Erlanger et al.,
(1961). O substrato cromogénico usado foi o cloridrato de N-a-benzoil-p -arginil-p-
nitroanilida (p .-BApNA), que foi preparado dissolvendo-se 196 mg do composto em 5
mL de dimetilsulféxido (DMSO) para obter a concentracdo de 9 x 102 M. Essa
solugdo estoque foi mantida no congelador e diluida para a concentragdo de 9 x 10

M, no momento do uso, com tampéao Tris-HCI 0,1 M pH8,1 contendo CaCl, 20 mM.

Os tubos teste foram constituidos dos seguintes reagentes: p -BApNA 200 pL,
tripsina 20 uL a uma concentracdo de 0,05 mg/mL e 20 uL dos inibidores,
previamente diluidas em tampao NH4HCO; 0,01M pH 8,5. O tubo branco foi
constituido de 200 uL de substrato e 140 uL de agua, enquanto que o tubo controle
de atividade enzimatica continha 200 pL de substrato, 20 pL de enzima e 20 uL de
agua.

Os tubos de reacdo foram homogeneizados em voértex e incubados em
banho-maria a 37 °C por aproximadamente 40 minutos. A reacao foi paralisada pela
adicao de 250 pL de acido acético 60% (v/v) e a atividade enzimatica quantificada
pela medida da absorbancia a 410nm. Para obter medidas confiaveis da atividade
inibitéria, ou seja, valores de absorbancia consideravelmente maiores que o ruido do
equipamento, as preparacdes de inibidores foram previamente diluidas em série
para obter inibicdo entre 40 e 60% da atividade da tripsina. Posteriormente, as
percentagens de inibicdo foram multiplicadas pelo fator de diluicdo para a
determinacao atividade inibitéria, e divididas pela concentragdo para normalizagao
dos resultados.
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4.7.2. Calculo da Atividade Inibitoria (Al):

Fator de diluicdo de uma solucdo de amostra que inibiu entre 40 e 60% as
enzimas, multiplicado pela porcentagem de inibicdo* obtida, normalizada pela

concentracao de proteinas em mg/mL.

*1 - (AEI/AE) x 100, onde:

AEIl = Absorvancia a 410nm da fragao correspondente a aproximadamente

50% de inibicdo da atividade enzimatica (inibidor + enzima + substrato)

AE = Absorvancia a 410nm do controle do ensaio de atividade enzimatica

(enzima + substrato)

Os valores finais foram transformados em Unidades de Atividade Inibitoria
Normalizada (UAIN).

1 UAIN equivale a 1.000.000 Al.

4.8. Ensaio de angiogénese em membrana corioalantéica de

Gallusgallus domesticus

A atividade angiogénica dos inibidores foi avaliada empregando o ensaio da
membrana corioalantdica de galinha (CAM) descrito por Auerbach e colaboradores
em 1974.

Ovos de galinha embrionados foram obtidos no comércio local e sua
superficie higienizada com auxilio de uma esponja seca para remog¢ao de quaisquer
dejetos presentes. Os ovos foram incubados em chocadeira Brasmatic® a 37°C,
com 60% de umidade e viragem automatica dos ovos a cada quinze minutos. No
oitavo dia de incubacgédo foi aberto um orificio na regido inferior do ovo (regido
correspondente ao saco aéreo) com o auxilio de agulha estéril. Neste local foram
instilados em cada ovo (n=12) 7 uL/dia da substancia a ser testada, por um periodo

de cinco dias consecutivos, com doses que variaram entre 7000 a 0,07 pMoles. No
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décimo quarto dia de incubagdo os embrides foram anestesiados utilizando uma
associacao de xilasina/quetamina (1:1) e posteriormente sacrificados por
seccionamento cervical. As membranas corioalantdicas foram removidas e

fotografadas em microscépio digital (Vimicrocorp.).

4.8.1. Quantificagado do numero de bifurcacbes dos vasos

sanguineos da membrana corioalantdica

Ap6s o registro fotografico, as imagens contendo 6 cm? foram divididas em
144 quadrantes de 0,5 cm? e analisadas com auxilio do software Adobe
Photoshop®. Foram escolhidos aleatoriamente 10 quadrantes (representando
aproximadamente 10% da area total da imagem) e as bifurcacbes dos vasos
sanguineos foram quantificadas. Como critério de exclusédo, foram eliminados os
quadrantes apresentando artefatos, vasos de calibre superior a trés milimetros,

preenchimento incompleto do quadrante, ou ainda areas com baixa resolucgao.

4.9. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o software Graph Pad
Prism (Versdo 5.0). Para os dados que ndao assumem a distribuicdo gaussiana
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido de pos-teste de Dunns. Para os dados
gue assumem a curva gaussiana, empregou-se o teste ANOVA one-way, seguido
pelo pés-teste de Tukey. Adotou-se o nivel de significancia p < 0,05 para todas as

analises.
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Resultados
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5. Resultados

5.1. Preparacao dos inibidores

5.1.1. Purificagcado de BBI

Para ilustrar a necessidade de purificar o BBI, a eletroforese de uma
amostra da preparacdo de BBl obtida de acordo com o método de Yavelow e
colaboradores (1985) € mostrada na figura 07, demonstrando claramente a presenca
de varios contaminantes apesar da constatacdo da banda de massa molecular
correspondente ao BBI na regido de 8 KDa. Preparagbes como essa, foram
amplamente utilizadas na década de 80 em estudos de quimioprevencido e

avaliagdes da atividade antitumoral do BBI.

Figura 7: Perfil eletroforético (15% SDS-PAGE) do BBIC obtido pelo método descrito por Yavelow e
colaboradores (1985).Legenda: PPM, Padrdo de massa molecular (ConA); Linha 1: BBIC. As trés primeiras setas vermelhas
indicam a presenca de proteinas com peso molecular proximos a 23 e 30 kDa enquanto a ultima seta vermelha indica a

posicao de 8 kDa referente ao pesso molecular do BBI.

5.2. Purificagao do inibidor Bowman-Birk

Os procedimento pré-estabelecidos pelo nosso laboratério para o
enriquecimento por meio de etapas de precipitacdo, foram essenciais para se

obter a obtencdo do material em fase adiantada de isolamento. A cromatografia

33



Vieira,A.F.C. Resultados e Discussao

de troca ibnica com a coluna Q. Sepharose foi empregada como etapa adicional
a fim de obtermos um enriquecido de BBl com maior grau de pureza (figura 7), o
qual foi empregado posteriormente nos testes da atividade antiangiogénica.
Como visto na figura 8 essas etapas garantiram a obtencdo o de um material
com um grau de pureza e enriquecimento satisfatérios.

Analisando o cromatograma do grafico 1 € possivel verificar 4 picos principais
com o0 aumento da concentracdo de NaCl. Por meio de ensaios de atividade
inibitoria de tripsina, foram identificadas fragées contendo o inibidor de forma
mais intensa na fracdo 0,2 M e em menor propor¢ao em 0,3 M de NaCl. Pela
analise do perfil cromatografico podemos constatar uma evolugao na purificacao

do BBI e um elevado enriquecimento da fragéo 0,2M.

Extrato de soja purificado em cromatografia de troca ionica

1,2

0,8

0,4

Absorvancia em 280 nm
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Amostras de 4 mL

Grafico1. Cromatograma em 280nm e medidas de atividade antitripsina de extrato de soja eluido em cromatografia de troca aniénica (Q.
sepharose). A linha em preto indica a variagédo de gradiente salino de 0,1M; 0,2M; 0,3M & 0,5M de NaCl . A linha azul indica a absorvancia
das amostras de 4mL coletadas em tubos de ensaio. As regides marcadas em vermelho no grafico indicam as amostras que apresentaram
atividade antitripsina analisadas em ensaio enzimatico.

Com o intuito de avaliar as fragbes da cromatografia do ponto de vista da
composic¢ao proteica foi realizada uma analise por SDS-PAGE. Observando-se o gel
(figura 8) fica claro que o processo de purificagdo gerou a fragdo 0,2 M
extremamente enriquecida no componente de massa molecular de 8 kDa e dotado
de atividade inibitéria, tanto para tripsina quanto para quimotripsina. Essas analises
nos permitiram concluir que a preparagado obtida € constituida essencialmente de
BBl e que, nado foram observadas na eletroforese bandas nas regides
correspondentes a 5 e 14 KD. Essa observacdo descarta a possibilidade da
presenca de uma contaminacgao apreciavel de lunasina. Além do mais, considerando

as propriedades iGnicas dessa proteina, de acordo com Dia et al (2009), ndo seria
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esperada a presenca dessa proteina na fragao 0,2M, pois em pHs inferiores ao que
utilizamos para a cromatografia, a lunasina seria deslocada de uma coluna anibénica
em concentragcdes de NaCl superiores a 0,5M. Desta maneira, a preparacao obtida

da fracdo 0,2 M foi considerada satisfatoria para a avaliacdo da atividade

antiagiogénica.

PM NR 0,1M 0,2M 0,3M 0,5M
Fuizn

66kDa  ft

45kDa Bk

36kDa S

29kDa g

24kDa Wy

0kDa Wy

i gy

Figura 8: Gel de poliacrilamida 15% (BBI). Primeira coluna da esquerda é referente ao peso molecular que varia de 66
kDa a 14 kDa. As cinco canaletas seguintes sdo referente aseluigdes com: NR — Fracdo néo retida e gradientes de sal
entre 0,1 — 0,5 molar de NaCl para desligamento das moléculas.

5.3. Purificagao do Inibidor de Cucurbita maxima(CMTI)

O método mais difundido na literatura para a purificagdo do inibidor de
abobora (CMTI) consiste no fracionamento do extrato total por meio de
cromatografia de afinidade em colunas de tripsina imobilizada segundo Hang, et al
(1999) & Laure, et al (2006). A coluna utilizada nesse trabalho foi confeccionada no
nosso laboratério segundo a técnica de Matsumoto et al., (1979). Essa apresenta
aproximadamente 5 mg de tripsina imobilizada por g de gel drenado por filtracéo a
vacuo. A purificacdo através desse método leva a obtengdo de um produto final em

apenas duas etapas de isolamento, a centrifugacdo a 1200 g e a purificagdo em
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cromatografia de afinidade, o que € muito bom por encurtar o tempo para utilizagéao

do inibidor.

Pelo fato de o extrato total utilizado incialmente ser muito rico, utilizamos o
tampao bicarbonato como etapa inicial no processo de purificagao a fim de proceder
uma limpeza previa da coluna. Através dos dados obtidos foi possivel observamos o
deslocamento de uma grande quantidade impurezas nas fragdes iniciais de limpeza
com o tampdo, porém sem nenhuma atividade antitripsina (dados né&o
apresentados). Com a intengdo de garantirmos a pureza do inibidor de interesse,
utilizamos o NaCl (em tampao bicarbonato) para o tratamento e retirada de proteinas
que possam ter interagido com a coluna cromatografica através de ligagdes idnicas,
sabendo que esse tampao dificiilmente influenciaria a interacdo entre o inibidor de
abdébora e a tripsina imobilizada, causando seu deslocamento. Monitoramos o
deslocamento do inibidor através de ensaios de atividade antitripsina, feito em todas
as fragcdes colhidas e observamos a presenca do inibidor apenas nas fracboes
deslocadas com acido cloridrico, 0 que condiz com as expectativas de obtengao
desse método, no qual utilizamos uma cromatografia de afinidade com ligagcéo
especifica para proteinas que se ligam a tripsina, como é o caso do inibidor CMTI.
Apesar disso, verificou-se a presenga de espécies ligantes a coluna destituidas de
atividade inibitéria em fracbes posteriores ao inibidor. Sendo assim a fragao isolada

foi submetida a eletroforese.

Extrato de Cucurbita maxima purificado em cromatografia de afinidade

NaCl 0,IM HCI01M
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0,12

0,1 -

” R A
om FVA

1 2 3 45 6 7 8 9 101112 1314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Amostras de 1 ml

Absorvancia em 280 nm

Grafico 2: Cromatograma em 280 nm das fragdes deslocadas com NaCl 0,1M e HCI 0,1M. Amostras de 1mL foram coletadas
em tubos de ensaio. Em vermelho destaca-se as amostras que obtiveram atividade antitripsina analisadas em ensaio

enzimatico.
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Com o intuito de avaliar as fragbes da cromatografia do ponto de vista
eletroforético foi realizado o SDS-PAGE das fragdes obtidas. Pela analise do gel fica
claro que o processo de purificagdo gerou a fragdo 0,1 M contendo componentes de
massa molecular de mais ou menos 3 KDa e dotado de atividade inibitéria para
tripsina. Uma banda na regido de 7 kDa foi observadas na eletroforese, o que
corrobora com os dados de Jasékiewicz, et al (1998), que cita a existéncia de uma
isoforma do CMTI| com maior peso molecular. Essas analises nos permitiram concluir
que a preparagao obtida é constituida essencialmente de CMTI e descarta a
possibilidade da presenca de uma contaminacado apreciavel de proteinas de alto

peso molecular.
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Figura 9: Gel de poliacrilamida 15% (CMTI). Primeira coluna da esquerda é referente ao peso molecular que varia de 66 kDa a
14 kDa. As trés canaletas seguintes sao referente aseluigbes com: BA — Bicarbonato de Amoénio, NaCl e HCI.

De acordo com Thaimattam, et al (2002) o CMTI ¢é considerado como um
dos inibidores mais potentes de tripsina, pois apresenta um ki de 3,2 x 10" M™.
Entretanto sua uma atividade especifica foi aproximadamente trés vezes menor que

a do BBI purificado por cromatografia de troca ibnica (tabela 3).
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Por outro lado o inibidor CMTI apresentou maior atividade quando comparado
com o inibidor BBI purificado em cromatografia de afinidade. De acordo com Laure,
et al (2006) e Huang, et al (1999), que utilizaram essa técnica na purificagdo do
CMTI, apesar de ocorrerem hidrolise de alguns aminoacidos e perdas de algumas
argininas na porgdao N-terminal do inibidor, ndo ha modificagdo da porgédo da
molécula envolvida na atividade antitripsina. Desta forma, apesar da menor atividade
em relagcédo ao BBI purificado em troca iGnica, avaliamos a atividade antiangiogénica
da preparagdo de CMTI, obtida em cromatografia de afinidade, em membrana

corioalantdica de Gallus domesticus.

Tabela 3: Valores de atividade inibitoria referente aos inibidores

purificados em cromatografia de troca i6nica e afinidade

Inibidor Atividade Especifica (UAIN)
BBI (Troca idnica) 1338

CMTI (Afinidade) 480

BBI (Afinidade) &
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5.4. Purificacao e caracterizagcao dos peptideos analogos aos

dominios inibitérios do BBI de soja

Os inibidores YCT e YCA foram propostos pelo fato de serem analogos aos
dominios inibitérios do BBI de soja e por apresentarem maior atividade e resisténcia
a hidrélise pela tripsina e quimotripsina de acordo com Gariani, et al (1999) &
McBride, et al (1996). A sintese dos peptideos foi feita em fase solida empregando-
se a estratégia Fmoc estabelecida por Merrifield (1963). O produto foi purificado em
cromatografia de fase reversa (C-18) e analisada por espectrometria de massa no
espectrobmetro de massas LCMS-IT-TOF com fonte de ionizagdo do tipo
electrospray, conforme pode ser visto nos perfis cromatograficos da figura 10 e 11.
Os peptideos obtidos apresentaram um udnico componente principal que foi
analisado pela espectrometria de massas electrospray QIT (ion trap) — TOF(time of
flight). A figura 10 apresenta os perfis cromatograficos dos peptideos ciclicos
analogos aos dominios inibitérios do BBI de soja purificados em sistema HPLC,

destacando-se os picos correspondentes ao peptideo.

YCT-trip: YCTKSIPPQCG YCA-quimo: YCALSYPAQCG
& Fo &
3 § s
L k] e

Figura 10: Perfis cromatograficos em sistema HPLC dos peptideos ciclicos sintetizados (fase estacionaria: coluna C18 - 250
mm x 10mm — Lichrocart 250-10 Purospher). Foi empregado gradiente de ACN variando de 25 a 60% em 65 minutos e TFA

0,1% durante 30 minutos sob um fluxo de 1mL/min.

Os valores de massa molecular corrigidos, encontrados no modo electrospray
positivo [ES m/z: (M + H)"], estdo apresentados na Tabela 4. Os resultados foram
condizentes com o valor tedrico esperado, predito pela ferramenta ExXPASy -
Compute PI/Mw tool, confirmando a identidade das estruturas peptidicas sintetizadas

e seu grau de pureza.
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YCT-trip: YCTKSIPPQCG
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YCA-quimo: YCALSYPAQCG
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Figura 11: Espectros de massas obtidos por LCMS-IT-TOF do tipo electrosray dos peptideos inibidores ciclicos YCT-trip e
YCA-quimo. Os picos destacados apresentam a relagdo massa/carga (m/z) referente ao peptideo com a massa molecular
esperada

Tabela 4: Valores de massa molecular encontrados por analise em LC-MS.

Peptideo Massa ES m/z
molecular (g/mol)® b

(M+H)"
YCT-trip 1.356,6 1.355,59
YCA-quimo 1.174,34 1.174,75

#Valor teérico obtido através do software ExXPASy (http://web.expasy.org/compute pi/) e corrigido pela subtragdo de 1

Da no valor final da massa molecular, devido a utilizagdo da Resina RinkAmide para a sintese, de forma que os peptideos sdo
obtidos com a extremidade C-terminal na forma amidada.

® Valor encontrado por espectrometria de massas e corrigido pela subtracdo da carga positiva adquirida durante a
ionizacao, de acordo com as figuras 10 e 11.

Esses produtos sintéticos, purificados e analisados, foram utilizados
posteriormente para a analise de atividade antiangiogénica. A avaliagdo da atividade
antiangiogénica dos peptideos tem como objetivo comprovar que essa atividade esta

vinculada ao seu potencial inibitério sobre as enzimas proteoliticas.
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6. Resultados referentes aos ensaios antiangiogénicos

6.1. Atividade antiangiogénica de inibidores de tripsina em

membrana de Gallus domesticus

Serino proteases sdo importantes alvos de agao na carcinogénese e foram
investigadas empregando-se o BBI como inibidor. Entretanto poucos trabalhos foram
realizados com os dominios inibitorios para tripsina e quimotripsina isoladamente.
(Clemente et al., 2010). A caracterizagdo da acédo de cada dominio inibitério

especifico pode ser um grande passo para a compreensao do mecanismo molecular.

Alguns grupos de pesquisa como o de Sathler et al, (2009) & Borgoio et al,
(2007), focaram seus estudos nos diversos inibidores de serino proteases
encontradas em plantas, microrganismos e até mesmo inibidores sintéticos. Um bom
exemplo é o trabalho feito com a ecotina, um inibidor de tripsina e quimotripsina, de
peso molecular de aproximadamente 38 kDa, isolada de E. coli, que é resistente a
fervura e estavel em pH 1,0. Esse inbidor apresentou um alto potencial como agente
antitumoral, diminuindo o crescimento e diferenciacao do tecido tumoral em cultura
de células de cancer de préstata de ratos (Sathler et al., 2009). Acredita-se que o
mecanismo de agao de inibidores como a ecotina seja realmente inibir a acéo de
serino proteases como a u-PA. A u-PA, assim como outras serino proteases
conhecidas presente na circulacdo, ativa processos importantes como a cascata de
coagulagdo, a degradagcdo da membrana basal e da matriz extracelular, se
colocando presente no crescimento e diferenciagcdo dos tecidos tumorais, essa
inibicdo da u-PA tem como resultado final a redugdo do processo de crescimento e

metastase do tecido tumoral (Takeuchi et al., 1999).

Considerando os mecanismos descritos acima, envolvidos na degradagao de
matriz extracelular durante a angiogénese e os efeitos antiangiogénicos de
inibidores dessas proteases, decidimos entdo testar a influencia de diferentes
inibidores de serino proteases, isolados de sementes e sintéticos, na atividade
angiogénica. Foram realizados ensaios avaliando a atividade angiogénica em
membranas de Gallus domesticus com o inibidor BBl e CMTI purificados como

descritos nos topicos acima, além de cabegas sintéticas analogas aos dominios
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inibitérios para tripsina e quimotripsina do BBl e também com a pentamidina, um

farmaco capaz de inibir tripsina.

6.1.1. Ensaio Antiangiogénico do inibidor Bowman-Birk

Para a quantificagdo da atividade antiangogénica realizamos os ensaios com
doses de inibidores que variaram de 7000 pmols ate 0,7 pmols, aplicados
diretamente ao longo de 5 dias consecutivos na membrana coreoalantdica, e por fim
essas foram fotografadas e as ramificacbes de vasos sanguineo (brotos) foram
contadas. As medidas foram apresentadas como angiogénese relativa ao controle,

considerando-se o controle 100% da formacé&o de vasos sanguineos.

Atividade antiangiogénica dos inibidores Bowman-birk
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Grafico 3: Atividade anti-angiogénica dos inibidores de tripsina (BBI) nas concentracdes de 7000 pmol a 0,7 pmol. *atividade inibitdria
significativamente diferente em relagdo ao controle positivo (p < 0,05). G1: grafico referente ao BBI purificado em cromatografia de troca idnica;

G2: Gréfico referente ao BBI purificado e cromatografia de afinidade (tripsina).

O gréfico 3 apresenta os resultados relacionados ao Inibidor Bowman-Birk
purificado em cromatografia de troca i6nica (G1): é possivel observar que ele
apresentou capacidade de inibir a formacado de vasos sanguineos, com diferenca
estatistica em relagao ao controle, nas concentragdes de 7000 pmols até 70 pmols
(Grafico 3: G1). Nas concentragdes abaixo de 70 pmols de inibidor nao foi observada

uma diferenca estatistica em relagdo ao controle, embora seja possivel ver que nas
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concentragdes de 70 e 7 pmols que ainda ocorre uma notavel inibicado de formagéao

vascular.

O extrato enriquecido correspondente ao conteudo purificado em etanol e
submetido a cromatografia de afinidade, também foi testado quanto a sua atividade
antiangiogénica. Observa-se a perda quase total da atividade antiangiogénica
(Grafico 3: G2). Levando em conta o resultado referente as atividades especificas
dos inibidores, vista na tabela 3, essa queda na atividade antiangiogénica ocorreu
provavelmente pela hidrolise do dominio inibitério de tripsina e partes da estrutura da
molécula pelo contato com a tripsina imobilizada na coluna. Podemos observa uma
ligeira atividade na concentragao de 7000 pmols, que pode estar liga a outros fatores
da molécula, entre eles a atividade do dominios inibitérios antiquimotripsina ou a

atividade residual do préprio dominio antitripsina.

A inibicdo correspondente a maior dose, pode ser facilmente percebida pela
apreciagcao qualitativa das imagens das membranas controle e teste tratadas com
BBI (figura 12).

Figura 12: Membranas corioalantéicas ap6s inoculagéo topica de cinco doses diarias do inibidor BBI: A: 7000pmols; B: 7000pmols

(cromatografia de afinidade); C: controle negativo
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6.1.2. Ensaio Antiangiogénico de peptideos sintéticos

Ao longo de 3 décadas de investigagdo da atividade preventiva do céncer
com BBI e estudos dos possiveis mecanismos envolvidos, ndo foram realizados
experimentos utilizando peptideos sintéticos correspondentes a porgao ativa da
molécula, a maioria dos trabalhos emprega um enriquecido proteico, esse
enriquecido possui contaminantes que podem eventualmente produzir efeitos que
venham interferir na avaliagao da atividade desse inibidor. A utilizagao dos peptideos
sintéticos afasta a possibilidade de agdo de contaminantes e garante que os
resultados obtidos sejam estritamente relacionados aos dominios ativos do inibidor,
além de poder apresentar uma melhora na disponibilidade dos agentes
antiangiogénicos, devido ao seu tamanho reduzido, resultando em maior atividade

bioldgica.

Os ensaios em membrana coreoalatdica, referente aos peptideos sintéticos,
foram realizados da mesma maneira que o0s ensaios para o inibidor nativo, BBI,

tornando possivel a comparacao dos resultados das preparagoes.

Atividade antiangiogénica dos inibidores sintéticos
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Grafico 4: Atividade anti-angiogénica dos dominios inibitérios sintéticos referentes a inibigdo de tripsina e quimotripsinado BBI nas
concentragdes de 7000 pmol a 0,7 pmol. *atividade inibitéria significativamente diferente em relagéo ao controle positivo (p < 0,05).
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Figura 13: Membranas corioalantéicas ap6s inoculagio topica de cinco doses didrias de 7 pL de inibidores sintéticos de tripsina: A: YCA

- 7000 pmols ; B: controle negativo e C: YCT — 7000 pmols.

Analisando o grafico 4 verificamos que o0s peptideos sintetizados
apresentaram atividade antiangiogénica significativa em relacdo ao controle nas
doses de 7000 e 700pmols, embora seja perceptivel uma tendéncia na reducgéo
atividade antiangiogénica na dose de 70 pmols ela ndo apresentou diferenca

estatistica em relagao ao controle.

O resultado visto no grafico 4 demonstrou que nao houve a melhora
antiangiogénica esperada referente a maior disponibilidade dos dominios sintéticos
no tecido, o que pode ser observado comparando estes resultados com os do BBI
purificado, isso pode sugerir uma maior susceptibilidade de degradacdo dos
dominios inibitérios quanto testados in vivo, visto que a estrutura molecular do
inibidor ndo esta completa o que pode facilitar o ataque das proteases do tecido. De
forma positiva os dominios sintéticos foram responsaveis por inibir a angiogénese,
mostrando que quando ativos s&o muito importantes e devem ser investigados.
Sendo assim, o efeito de inibicado dos dominios atuando em conjunto pode ser o que
determinaria o efeito antiangiogénico total visto no Grafico 3: G1. Este resultado
fortalece a hipétese da perda quase total da atividade antiangiogénica vista no
Grafico 3: G2, no qual, mesmo com a hidrolise do dominio inibitério de tripsina o
outro dominio responsavel por inibir a quimotripsina pode ainda se manter agindo

fracamente.
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O dominio inibitério de tripsina tem um mecanismo muito explorado e citado
pela literatura (Miyata et al., 1998 & Yamashita et al., 2003). Por outro lado, o sitio
inibitério de quimotripsina é reconhecido como o responsavel por maior parte do
efeito preventivo do cancer induzido quimicamente, apesar de apresentar atividade

antiangiogénica semelhante ao peptideo sintético inibidor de tripsina.

6.1.3. Ensaio Antiangiogénico do Inibidor de C. maxima(CMTI)

Diante da vasta disponibilidade de inibidores potentes de tripsina encontrados
na natureza, optou-se pela escolha e avaliagdo da atividade antiangiogénica de
proteinas de menor massa molecular e dotadas de boa resisténcia a degradagao.
Nesse sentido os inibidores CMTI isolados de sementes de abdbora (C. maxima),
apresentaram oOtimas caracteristicas, os dados na literatura indicaram que eles sao
0os menores inibidores de tripsina conhecidos com cadeia peptidica de 27 a 34
residuos de aminoacidos e 3 pontes dissulfeto, que mantém sua estrutura
secundaria dos inibidores rigida e ativa (Krishnamoorthil, Gong & Richardson; 1990),
aléem de uma constante de inibicdo, testada em inibidores recombinantes, de

aproximadamente 3,2 x 10" M para tripsina bovina (Thaimattam et al., 2002).

O CMTI inibe a tripsina assim como o BBI, porém apresentando uma massa
molecular de 3kDa e atividade inibitéria muito maior que a dos inibidores conhecidos
hoje em dia. A purificacdo desse inibidor foi feita em cromatografia de afinidade
como mostrado no item 5.2., foi aplicado em membrana coreoalantdica de Gallus
domesticus e quantificada as ramificagées (brotos) de vasos sanguineos assim

como feito para os outros inibidores.

Atividade antiangiogénica do inibidor CMTI
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Grafico 5: Atividade anti-angiogénicado inibidor de tripsina de Cucurbita maxima(CMTI) nas concentragées de 7000 pmol a 0,7 pmol. *atividade
inibitéria significativamente diferente em relagdo ao controle positivo (p < 0,05).
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Figura 14: Membranas corioalantdicas ap6s inoculacgéo topica de cinco doses diarias de 7 uL CMTI de abdbora: A: 7000pmols; B: controle

negativo

Contrariando as nossas expectativas de uma melhor atividade
antiangiogénica por parte do inibidor de abobora, em experimento in vivo, ndo
observamos o efeito inibitério esperado. O resultado mostrado no grafico 8,
apresenta uma inibicado branda em 70 pmols, porem apenas nas doses de 7000
pmols e 700 pmols o inibidor apresentou atividade antiangiogénica significativa em
relacdo ao controle. Esse resultado provavelmente esta ligado aos dados de
atividade especifica antitripsina vista na tabela 3, que demonstra uma atividade
reduzida do CMTI purificado em cromatografia de afinidade em comparagédo com
BBI purificado em troca ibnica. Pelo fato de nao terem sido feitas todas as avaliagbes
referentes ao estado de integridade da molécula, temos ciéncia que é necessario
procede-las para confirmamos se a atividade antiangiogénica estava realmente
reduzida, juntamente com a atividade antitripsina, ou se este € o efeito total do
inibidor. Apesar de ser um resultado diferente do esperado podemos considerado-lo
um resultado positivo, visto que o outro inibidor BBl ao ser purificado da mesma
forma foi destituido de praticamente toda sua atividade antitripsina e
antiangiogénica, porem se faz necessario obter novas formas de purifigdo do inibidor
CMTI, o que nos permitird entender melhor o quanto a cromatografia de afinidade
influencia na atividade antitripsina e antiangiogénica do inibidor. Levando em conta
que estamos trabalhando com um modelo embrionario muito angiogénico, fica claro
que mesmo ocorrendo hidrolise do inibidor e em concentracbes menores de

aplicagao, esse se mostrou capaz de frear o crescimento vascular.
6.1.4. Ensaio antiangiogénico da Pentamidina

A pentamidina é um medicamento, que apresenta em sua estrutura quimica

duas benzamidinas ligadas por uma cadeia alifatica de cinco carbonos, muito eficaz
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no combate a doengas causadas por protozoarios (Parker et al., 1993). Foram
associadas a ela descobertas a respeito da sua utilizagdo como medicamento para
tratamento anticarcinogénico (Markowitz et al., 2004). A especificidade da tripsina e
enzimas da cascata da coagulagdo por residuos de arginina e lisina, que também
ocorrem em muitos inibidores naturais, motivou a sintese de diversos inibidores
como a benzamidina e a pentamidina. A benzamidina possui em sua estrutura o
grupo guanidino responsavel pela ligagdo no sitio Si da tripsina, permitindo a
interag&o e proporcionando a inibi¢do. Entretanto poucos estudos de interagéo entre
pentamidina e as serino proteases foram realizados, mas essa droga apresenta
maior afinidade pela tripsina do que a benzamidina (Perilo et al., 2010).
Considerando a atividade inibitéria da pentamidina sobre a tripsina e sendo essa
uma droga que apresenta maior alcance e difusdo pelos tecidos do que inibidores
proteicos, a avaliacdo da atividade antiangiogénica, ainda nao explorada pela
literatura pode representar uma importante informacao a respeito das especulacdes
sobre os possiveis mecanismos antitumorais dessa droga. O trabalho de Smith et
al, (2010) destacou que a pentamidina possui efeito importante principalmente no
tratamento do melanoma, através do impedimento de ligacdo de duas proteinas a
S100B e a p53. Devido a sua capacidade de tratamento do cancer, e sabendo que a
estrutura molecular desse inibidor possibilita a inibicdo de tripsina-simile, resolvemos
testa-lo em membrana coreoalantéica de Gallus domesticus para entender se ele
além de atuar inibindo ligacdo de proteinas, pode também inibir o crescimento
vascular, pela inibicdo de proteases, assim como acontece nos outros inibidores

testados nesse trabalho, potencializando seu efeito antitumoral.
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Grafico 6: Atividade anti-angiogénicada pentamidinanas concentragdes de 7000 pmol a 0,007 pmol. *atividade inibitéria significativamente
diferente em relagéo ao controle positivo (p < 0,05).
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Os resultados apresentados no grafico 7 comprovam que a pentamidina
possui realmente uma enorme atividade antiangiogénica. A inibicao do crescimento
vascular observado em relagdo ao controle foi significativo ate a concentragdo de
7pmols, e continuando com atividade muito maior que a dos outros inibidores
testados ate a concentracao de 0,07 pmols. Este resultado nos possibilita vincular a
inibicdo de enzimas semelhantes a tripsina a inibicdo da angiogénese, embora
outros efeitos, que podem resultar em uma resposta antiproliferativa, devem ser
considerados. Uma busca de artigos no banco de dados do

“http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed” revela que embora essa droga seja utilizada

ha mais de quatro décadas, existe um grande interesse pelos mecanismos de acao
antitumoral, mas ndo foram encontrados registros de trabalhos que demonstram
atividade antiangiogénica.

Embora a pentamidina apresente uma intensa resposta bioldgica, varios
efeitos toxicos foram apontados na literatura (Perilo et al., 2010) que demonstram
limitagcbes no uso dessa droga. Por outro lado, o inibidor Bowman-Birk de soja e o
inibidor CMTI| de abobora s&o considerado isento de toxicidade em humanos,
colocando esses inibidores, bem como seus analogos, como potenciais drogas anti-
angiogénicas.

O efeito da pentamidina apresentado no grafico 7 €& consistente com as
atividades dos outros inibidores de tripsina, sob o aspecto da inibicdo da
angiogénese, embora manifestado de maneira mais intensa, sugerindo que outros
mecanismos podem estar relacionados. Observando os dados literarios, acredita-se
que grande parte dos efeitos provenientes da administracdo de pentamidina é
atribuidos a sua capacidade de se ligar ao sulco menor do DNA e inibir a replicagéo
e a sintese de proteinas (Hildebrandt et al., 1998). Alguns estudos também apontam
sua acao direta sobre enzimas envolvidas na reparacdo de danos no DNA, e
ressaltam a possibilidade do seu uso como agente anticancerigeno (Chow et al.,
2004). Além disso, a pentamidina também inibe enzimas envolvidas na acetilacdo de

histonas e clivagem de regides alteradas do DNA (Kobayashi et al., 2010).
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7. Discussao

Embora varios trabalhos produzidos na década de 80 tenham apontado o BBI
como molécula responsavel pelo excelente efeito protetor do cancer induzido
quimicamente, grande parte dos trabalhos foram realizados com enriquecidos de
soja (BBIC) segundo o método descrito por Yavelow, et al (1985). Entretanto outras
substancias presentes nesse enriquecido também sao apontadas como agentes
quimiopreventivos do cancer. De acordo Dia, et al (2010) a lunasina tem sido
considerada como um dos principais componentes quimiopreventivos do extrato de
soja. Apresentou-se como proposta paralela a este trabalho a avaliagdo de uma
possivel atividade antiangiogénica da Lunasina, apoiado no potencial
antiproliferativo ja discutido na introdugéo. Os resultados demonstram uma inibigao
substancial do surgimento de brotos na membrana corioalantdica de Gallus
domesticus (Silva, F. V 2014). Por outro lado, a atividade inibitéria do BBI sobre
serino- proteases relacionadas a ativagao do processo angiogénico poderia causar a
inibicdo do desenvolvimento vascular. O BBI inibe a ativacdo de proteases
envolvidas na degradagao da membrana basal e matriz extracelular, como € o caso
da serino-protease de membrana MT-SP1 (Yamasaki et al., 2003). Por outro lado, as
metaloproteases MMP-2 e MMP-9 que tém sua expressdo aumentada em alguns
tumores e sdo dependentes de tripsina (Duncan et al., 1998). De acordo com Bawadi
e colaboradores (2004) o BBI de soja inibe a ativacao tripsina-dependente dessas

duas metaloproteases envolvidas na angiogénese patoldgica.

O modelo de atividade angiogénica adotado nesse trabalho, devido a sua
praticidade permitiu a avaliacdo quantitativa em ampla faixa de concentracdo das
espécies de inibidores possibiltando uma avaliagdo comparativa da eficacia
antiangiogénica de diferentes sitios moleculares do BBI, do inibidor de abdbora e da

pentamidina.

Os resultados mostraram que os inibidores de ftripsina, reduzem o
desenvolvimento vascular de forma significativa e dentro da expectativa. A
Pentamidina e o BBl demonstraram maior potencial antiangiogénico, com énfase
para a acado da pentamidina que inibiu consideravelmente a angiogénese em
concentracbes extremamente baixas. Embora ela tenha se mostrado toxica em

concentragdes elevadas alguns trabalhos como o de Weinberg, A. et al . (1990)
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comprovam que aplicagdes da pentamidina diretamente no local da patologia podem
evitar os efeitos colaterais, no artigo o autor cita a aplicagdo da pentamidina por
inalacdo em pacientes com pneumonia causada pelo P. carinii, o tratamento foi bem
tolerado por quase todos os pacientes comprovando a eficacia da aplicagao direta.
Por outro lado Parker et al. (1993) discutem que o tratamento com pentamidina,
quando avaliada em concentragdes acima de 5 uL aplicado de forma sistémica,
produz frequentemente rea¢des adversas graves em humanos, diminuindo a taxa de
crescimento e alterando a morfologia de hepatdcitos. Enquanto trabalhos sé&o
produzidos tentando diminuir ou eliminar o efeito toxico da pentamidina, o BBI, que
também apresentou o6tima atividade antiangiogénica, n&o apresentou nenhuma
toxicidade, corroborando com os dados encontrados na literatura. Segundo
Armstrong et al. (2000) o inibidor Bowman-Birk € considerado isento de toxicidade

em humanos.

O inibidor CMTI e os peptideos sintéticos do BBI, apesar de apresentarem
boa atividade antiangiogénica se mostraram aquém do que esperavamos para as
suas caracteristicas, como o tamanho reduzido da molécula e capacidade inibitoria
elevada. A aplicagdo dos dominios sintéticos ocorreu principalmente a fim de
eliminar contaminantes importantes como a lunasina, alem de entender e avaliar
melhor o funcionamento de cada uma das regides especificas do inibidor.
Acreditavamos também que a utilizacdo de peptideos sintéticos nos levaria a uma
melhora substancial na difusdo do agente antiangiogénico sobre o tecido, pelo fato
de estarmos aplicando desta vez uma molécula muito menor que o inibidor nativo.
Como visto nos resultados apresentados no grafico 4, obtivemos uma perda na
atividade antiangiogénica ao invés da melhora esperada. Isso pode ser explicado
por estarmos testando uma molécula menor, sem sua estrutura nativa completa,
favorecendo o ataque de proteases presentes no tecido, causando a hidrolise
prematura do dominio inibitério. O fato de o BBI nativo funcionar com os dois
dominios inibindo as proteases simultaneamente, certamente influenciou
diretamente nos resultados dos inibidores sintético atuando separadamente, e
culminando na perda de parte da atividade antiangiogénica observada inicialmente
no inibidor nativo. Tais dados estimulam testes com a aplicagdo de maiores
quantidades de peptideos, promovendo assim a degradagdo da mesma quantidade

de inibidor e obtendo um efeito antiangiogénico maior, ou a sintese dos dominios
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inibitérios com regides que possam impedir a facil degradagao por proteases do

tecido.

Trabalhos publicados como os de Thaimattam, et al. (2002) & Kazmierczak, et
al. (2003) atribuem ao CMTI uma constante de inibicdo elevada, de
aproximadamente 3,2 x 10" M para tripsina bovina, porem alguns autores
obtiveram o CMTI a partir da produgao do inibidor recombinante, o que se torna
viavel devido ao seu tamanho reduzido, enquanto outros utilizaram a cromatografia
de afinidade. Os nossos resultados referente ao inibidor CMTI, nesse trabalho, nos
mostrou que mesmo ele tendo apresentado boa atividade antiangiogénica, se faz
necessario testar outros métodos de purificagcdo para esse inibidor, que podem
resultar em uma atividade antitripsina e antiangiogénica maior do que as

encontradas com a purificagdo em cromatografia de afinidade.

Analisando os resultados da atividade antiangiogénica dos dois inibidores
nativos e suas formas de purificagdo, concluimos que a purificacdo do inibidor CMTI
feita em cromatografia de afinidade, se mostrou nociva a molécula purificada,
causando a hidrolise da regido responsavel pela inibicdo de tripsina de alguns
inibidores presentes no extrato, o que tem como consequéncia uma perda na sua
atividade antiangiogénica. Ao compararmos o BBl e o CMTI purificados em
cromatografia de afinidade, o CMTI se mostrou mais resistente a hidrolise
conservando parte da sua atividade inibitéria e antiangiogénica. A perda total da
atividade inibitéria do BBI pelo tratamento em coluna de afinidade reforca as
evidéncias que a atividade antiangiogénica é dependente da integridade molecular
da regido correspondente ao dominio inibitério que interagem com a tripsina (Grafico
3: G1 & G2). Clemente et al., (2010) discutem que, embora ainda n&do sejam
completamente conhecidos os mecanismos pelos quais o BBI e os outros inibidores
exercem suas fungdes anticarcinogénicas, suas habilidades intrinsecas como
inibidores de serino proteases € fundamental, visto que os inibidores quimicamente

inativados nao tem efeito significativo na proliferagdo de células cancerigenas.

Para melhor entendermos resultados desse trabalho demonstrados na figura
15 os possiveis sitios de hidrolise da tripsina presentes em toda a estrutura dos
inibidores nativos, BBl e CMTI, bem como seus respectivos dominios para a inibicao

da tripsina.
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Figura 15: A — estrutura do inibidor Bowman-birk. B — Sequéncias de aminoacidos referente a 3 isoformas do inibidor CMTI. Os
circulos vermelhos indicam possiveis locais de hidrdlise triptica, enquanto os circulos azuis indicam a regido referente aos dominios inibitérios
de tripsina de cada inibidor.

Sao as proteases que fazem o rompimento da membrana basal e a abertura
de caminho na matriz extracelular para formagdo de novos vasos facilitando a
migracdo e proliferacdo de células no local para a formagdo da neovasculatura
(Tomanek & Schatteman, 2000). Conhecendo a participagdo das proteases em
todas as etapas de progressao do tumor, incluindo os processos de proliferagéo,
adesao, migracao, angiogénese, apoptose e evasao do sistema imune (Laufs et al.,
2006; Nyberg et al., 2006), fica claro que os resultados obtidos nesse trabalho, em
conjunto com os dados encontrados na literatura, deixam a tripsina como um
importante alvo para a agdo de medicamentos a fim de impedir a progressao de

patologias através do impedimento do crescimento vascular.

Autores como Kennedy, et al (2002) & Reinheckel, et al (2008) descreveram
os inibidores como moléculas que impedem a formagao de vasos sanguineos por
impedir a acdo de proteases. Nossos dados comprovaram que o impedimento da
acgao de serino proteases leva a perda do desenvolvimento de vasos sanguineos em
membrana coreoalantdica de Gallus domesticus, como pode ser visto no grafico 3:
G1 & G2.

Analisando os resultados dos inibidores de tripsina utilizados nesse trabalho
comprovamos o papel importante da tripsina no desenvolvimento angiogénico. A
possibilidade de melhorarmos a biodisponibilidade e a atividade dos inibidores para

inibir a tripsina se torna entdo muito promissora.
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Comparagao das atividades anti angiogénicas nas concentragées:

7000 e 700 pmols
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Grafico 7: Atividade anti-angiogénica dos inibidores nativos (BBl e CMTI), dos dominios inibitérios sintéticos e da pentamidina nas
concentragdes de 7000 pmols e 700pmols. *atividade inibitéria significativamente diferente em relagéo ao controle positivo (p < 0,05).

O grafico 6 facilita a comparagéo da atividade antiangiogénica de todos os
inibidores, mostrando especificamente as aplicacdes de 7000 e 700 pmols. E
possivel observar que todos os inibidores, com o dominio para inibicado de tripsina
ativo, possuiram sempre uma maior agao antiangiogénica, o que comprova a fungéo
essencial dessa protease no desenvolvimento vascular. O inibidor CMTI mesmo
purificado em condi¢do mais agressiva pela cromatografia de afinidade apresentou
atividade semelhante ao BBI purificado em troca iénica, provando que ele suporta
razoavelmente melhor esse purificacdo, porem fica claro que ocorreu a perda de
parte da sua capacidade antitripsina quando comparado com os dados da literatura
existente. Os inibidores sintéticos demonstraram menos atividade que o inibidor
nativo, o dominio antitripsina apresentou maior atividade, enquanto o dominio
antiquimotripsina teve uma ag¢ao mais modesta, o que deixa claro a atuacao principal
do dominio antitripsina no crescimento vascular. Observa-se também que a agao
dos dois dominios simultaneamente provavelmente acarretaria na acgao

antiangiogénica observada no inibidor nativo.
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8. Conclusoes

O inibidor BBl se mostrou um potente inibidor de crescimento vascular
alcangando inibicbes de aproximadamente 35% da angiogénese da membrana
coreoalantdica de Gallus domesticus, em tratamentos de cinco dias com doses de

7000 pmoles.

Ficou demonstrado que a atividade antiangiogénica do BBI esta relacionada
aos seus dominios inibitorios. A atividade da cabeca inibitéria de tripsina se mostrou
mais ativa que a cabeca inibitéria de quimotripsina. A comprovagao da atividade
antiangiogénica desses analogos sintéticos, exclui a possibilidade que os efeitos

observados nas preparagdes de BBI sejam devido a contaminantes.

O inibidor de Cucurbita méaxima (CMTI) apresentou capacidade antiangiogénica
alta porem menor que o BBI purificado em troca indnica. Ao testar a purificacdo do
BBl em cromatografia de afinidade observou-se perda total de sua atividade
antitripsina e antiangiogénica o que comprova uma maior resisténcia do CMTI a
mais esse tipo de purificacdo e também que o potencial antiangiogénico é

diretamente dependente da atividade antitripsina das moléculas.

A pentamidina apresentou a maior atividade antiangiogénica vista nesse
trabalho, chegando a inibir até 80% do crescimento vascular. A atividade
antiangiogénica da pentamidina foi igual ao efeito maximo obtido com o inibidor
Bowman-Birk, quando aplicadas doses 1000 vezes menor que a maxima aplicada do
BBI.
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9. Perspectivas

Desenvolver um método de purificacdo mais efetivo para o inibidor
CMTI, a fim de evitar a hidrolise parcial do seu dominios inibitérios e

obter sua capacidade total de inibicdo de tripsina;

Melhorar a atuacdo dos dominios sintéticos, através de um aumento na
quantidade de material aplicado ou desenvolvendo peptideos com

regides que possa impedir sua rapida degradacao;

Fazer ensaios protebmicos em 2-D para observar modificagcdes na
expressao de proteinas para as aplicagcdes dos diferentes compostos
(BBI, CMTI, Dominios inibitérios e Pentamidina) (Experimentos ja

iniciados, porem ainda sem resultados conclusivos).
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