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RESUMO

Dietas ricas em leguminosas tém sido associadas a baixa incidéncia de
cancer em populacées humanas, sendo essas plantas, ricas em inibidores de
proteases. O BTCI (black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor) € um inibidor
de protease da familia Bowman-Birk, isolado de sementes da leguminosa
Vigna unguiculata (feijao-de-corda), que inibe a tripsina e a quimotripsina
simultaneamente. Diversos estudos mostraram o efeito de um Inibidor
Bowman-Birk (BBI) no controle de varios tipos de cancer. Recentemente, o
BTCI foi caracterizado como um agente anticarcinogénico em estudos in vitro
utilizando células de cancer de mama. Os resultados encontrados nesse
estudo apontam para efeitos citotoxicos e citostaticos, no entanto, o
mecanismo molecular envolvido nesses eventos ainda ndo foi elucidado.
Considerando que o cancer esta, de forma geral, relacionado a disfuncées no
ciclo celular, a via ubiquitina-proteassoma torna-se alvo promissor para o0
controle de células cancerosas. A investigacdo dos efeitos do BTCI no
proteassoma € uma das principais metas que nortearam o presente trabalho. A
caracterizacao fisico-quimica e molecular da associacdo BTCI-proteassoma é
fundamental para a compreensdo da atividade do BTCI, relacionada ao
controle do ciclo celular de células de cancer de mama, visando a possivel
aplicacao desse inibidor como agente anticarcinogénico.

O BTCI apresentou inibicdo contra as trés atividades proteoliticas do
proteassoma 20S: quimotripsina, tripsina e caspase-like. Adicionalmente,
peptideos derivados do BTCI, com apenas um sitio de inibicdo, apresentaram
inibicAo do proteassoma com menor afinidade, ou ativagdo de algumas
atividades proteoliticas desse complexo macromolecular. O BTCl e o
proteassoma 20S formaram complexos estaveis em temperaturas até 55°C e
em pHs neutros e basicos, sendo esse complexo sensivel ao NaCl. Estudos in
vitro mostraram que o BTCI é colocalizado com o proteassoma em células de
cancer de mama MCF-7 no citoplasma e no nucleo e nao altera a ubiquitinacéo
de proteinas nessas células. O peptideo derivado de BTCI, Pepl, que inibe o
sitio da quimotripsina, ndo afeta o conteudo de proteinas ubiquitinadas nas
células MCF-7, o que pode estar relacionado com a inibicdo de proteinas E3
ligase, envolvidas na ubiquitinacdo de proteinas celulares. Esses dados
indicam que a via ubiquitina-proteassoma esta relacionada aos efeitos
anticarcinogénicos do inibidor BTCI em células de cancer de mama, MCF-7, o
que justifica a ampliacdo dos estudos nessa linha de pesquisa, visando a
aplicacdo biotecnoldgica desse inibidor na terapia contra o cancer de mama.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, inibidor Bowman-Birk, via ubiquitina-
proteassoma, cancer de mama.



ABSTRACT

Diets rich in leguminous, a rich source of protease inhibitors, have been
associated with low incidence of cancer in humans. The BTCI (black-eyed pea
trypsin/chymotrypsin inhibitor) is a Bowman-Birk protease inhibitor isolated from
Vigna unguiculata (black-eyed pea) seeds, which inhibits trypsin and
chymotrypsin simultaneously. Several studies have shown the effect of a
Bowman-Birk inhibitor (BBI) in various types of cancer. Recently, BTCI was
characterized as an anticancer agent in studies in vitro using breast cancer
cells. The results from this study show cytotoxic and cytostatic effects of BTCI,
however, the molecular mechanism involved in these events has not yet been
elucidated. Considering that cancer is, in general, related to dysfunction in the
cell cycle, the ubiquitin-proteasome pathway becomes a promising target for
cancer cells control. The investigation of the BTCI effects on proteasome is one
of the main purposes of the present study. The physical-chemical and molecular
characterization of the BTCI-proteasome association is essential for
understanding the activity of BTCI, related to cell cycle control in breast cancer
cells, in order to consider its pharmacological application as anticarcinogenic
agent.

BTCI showed inhibition against all three proteolytic activities of 20S
proteasome: chymotrypsin, trypsin and caspase-like. Additionally, peptides
derived from BTCI, with only one inhibition site, showed proteasome inhibition
with lower affinity or activation of some proteolytic activities of this
macromolecular complex. The BTCI and the 20S proteasome formed stable
complexes at temperatures up to 55°C and neutral and alkaline pHs, however,
this complex is sensitive to NaCl. In vitro studies showed that BTCI colocalizes
with the proteasome in breast cancer cells, MCF-7, at cytoplasm and nucleus,
and does not alter the ubiquitination of proteins in these cells. The peptide
derived from BTCI, Pepl, which inhibits the chymotrypsin site, does not affect
the ubiquitinated proteins content in MCF-7 cells, which may be related to
inhibition of E3 ligase protein, involved in the ubiquitination of cellular proteins.
These data indicate that the ubiquitin-proteasome pathway is related to the
anticarcinogenic effects of BTCI in breast cancer cells MCF-7, which justifies
the further studies in the same research line, aimed the biotechnological
application of this inhibitor in therapy against breast cancer.

Keywords: Vigna unguiculata, Bowman-Birk inhibitor, ubiquitin-proteasome
pathway, breast cancer.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

O BTCI (Black-eyed pea Trypsin and Chymotrypsin Inhibitor) é um
inibidor de serinoproteases, da familia Bowman-Birk, extraido de sementes de
Vigna unguiculata, popularmente conhecida como feijao-de-corda (Ventura et
al., 1966). Essa proteina inibe simultaneamente a quimotripsina e a tripsina,
formando complexos estaveis (Ventura et al., 1975). Os estudos com esse
inibidor iniciaram-se ha mais de trinta e cinco anos, com caracterizacoes fisico-
quimicas, bioquimicas e biofisicas, desenvolvidos no laboratério de biofisica da
UnB. Recentemente, a estrutura tridimensional cristalografica desse inibidor foi
resolvida e estudos de aplicacées biotecnoldgicas estdo em andamento.

Dietas ricas em leguminosas tém sido associadas a baixa incidéncia de
cancer em populacdes humanas. Considerando que leguminosas séo fontes
ricas em inibidores de protease, essas moléculas podem ser as principais
responsaveis pela acdo protetora contra o cancer nas populacdes citadas
(Kennedy, 1993b; Messina et al.,, 1994; Messina e Barnes, 1991). Diversos
estudos mostraram o efeito de um Inibidor Bowman-Birk (BBI) no controle do
cancer (Kennedy, 1993b; Wan et al., 1988; Kennedy, 1998; Dittmann et al.,
2005; Saito et al., 2007; Tang et al., 2009) e, recentemente, esse efeito foi
encontrado para o BTCIl em células de cancer de mama (Joanitti et al., 2010).

Considerando que o cancer esta, de forma geral, relacionado a
disfuncbes no ciclo celular e que o complexo proteolitico proteassoma € vital
para esse controle, moléculas que interajam com o proteassoma podem estar
associadas ao controle do cancer. O proteassoma apresenta 3 subunidades
cataliticas com atividades caspase, quimotripsina e tripsina-like (Orlowski e
Wilk, 2000; Groll e Huber, 2003). Os inibidores Bowman-Birk apresentam
atividade inibitéria contra essas proteases e, como inicialmente mostrado por
Chen e colaboradores (2005), podem interagir com o complexo
macromolecular proteassoma. A via de inibicAo do proteassoma pelos

inibidores de proteases pode ser uma alternativa para o controle do ciclo



celular e/ou a morte de células cancerosas, o0 que torna inibidores de proteases
alvos de estudo para o tratamento de diversos tipos de cancer e, entre eles, o
cancer de mama. A seguir estdo apresentados itens referentes as descricfes
de topicos relevantes para o estudo proposto nessa dissertacdo, relacionados
ao papel de inibidores Bowman-Birk, em particular o BTCI, no controle da
atividade proteolitica do proteassoma de células de cancer de mama. Os
resultados a serem apresentados nesse trabalho podem, como perspectivas
futuras, direcionar estudos visando a compreensao do mecanismo envolvido no

controle da proliferacao e viabilidade das células de cancer de mama.

1.2 Cancer de mama

1.2.1 Aspectos gerais

O cancer de mama € a neoplasia maligna mais comum entre mulheres
de todo o mundo e a principal causa de cancer relacionada com mortalidade
(Hortobagyi et al., 2005). Mais de 1,2 milhdes de casos sao diagnosticados a
cada ano, afetando 10 - 12% da populacdo feminina, contabilizando 500.000
mortes por ano no mundo. Embora o cancer de mama seja predominante em
paises industrializados, as taxas desse cancer vém crescendo também em
paises nao-industrializados (Porter, 2008).

No Brasil, sdo esperados 49.400 novos casos em 2010, com risco
estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres. Embora seja considerado um
cancer de prognostico eficaz, trata-se da maior causa de morte entre as
mulheres brasileiras, principalmente na faixa entre 40 e 69 anos, com mais
de 11 mil mortes/ano em 2007. Isso ocorre porque a incidéncia de céancer €
bem maior nas faixas etarias acima de 41 anos (figura 1) e, na maioria dos

casos, a doenca € diagnosticada em estagios avancados (Inca, 2010).
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Figura 1. Incidéncia do <cancer de mama no Brasil, de acordo com
faixas etérias, nas mulheres (dados do Instituto Nacional do Cancer — INCA, de 2007).
Disponivel em <http://www.mamainfo.org.br>.

As taxas de mortalidade por cancer de mama cairam em muitas nacoes
industrializadas, desde a década de 90, tendo, anteriormente, se mantido
estavel ou crescido por varias décadas consecutivas (Ravdin et al., 2007; Beral
et al., 1995; Peto et al., 2000). Essa diminuicdo da mortalidade tem sido
atribuida principalmente a introdu¢cdo da mamografia e do tratamento
quimioterapico com tamoxifeno (Modulador Seletivo do Receptor de Estrogeno)
(Berry et al., 2005).

O cancer de mama é uma doenca que ocorre principalmente no periodo
pos-menopausa, com mais de 3/4 de tumores hormdnio-responsivos. Essa
dependéncia hormonal, juntamente com o ambiente e fatores genéticos,
determina a incidéncia e progressao da doenca (Hankinson et al., 2004).

A idade e o sexo feminino sdo os principais fatores de risco do cancer de
mama, com um aumento das taxas de incidéncia entre 35 e 39 anos, e
posterior nivelamento a partir dos 80 anos (Anderson et al., 2005). No entanto,
a taxa de aumento € menor em torno da idade de 50 anos, correspondente a
idade média de menopausa (Clemmesen, 1948). O cancer de mama em
homens ainda é raro, somando menos de 1% dos casos de neoplasia mamaria
(D’Avanzo e La Vecchia, 1995).



O cancer de mama pode ter origem genética. Quando varios parentes de
primeiro grau sdo afetados, a causa é provavelmente hereditéria e atribuida a
susceptibilidade a mutacdes em genes de alto risco, tais como BRCALl e
BRCA2 (Robson e Offit, 2007). Esses sdo genes supressores de tumor que
apresentam um padr&o de heranga autossomica dominante. Mutagcdes nesses
genes sdo responsaveis por 3/4 dos casos de cancer de mama hereditarios (5 -
10% de todos os casos desse cancer) (Ford e Easton, 1995).

A diferenciacao fisica de nédulos benignos ou malignos da mama néo €&
simples. Para uma avaliagdo clinica completa € necessaria a integracédo de
informacdes de exames clinicos, de imagens radiol6gicas e de uma bidpsia
pericutanea. O diagnostico de mamografia pode confirmar uma suspeita de
malignidade, sendo que somente em 10% dos casos, essa malignidade nao é
mostrada por mamografia (Smith, 2007).

Apesar da alta incidéncia de cancer de mama entre mulheres, as
melhorias nos tratamentos, juntamente com as técnicas de diagnostico, estdo
ocasionando queda, mesmo que minima, da mortalidade. O controle da doenca
aumenta a sobrevida; e uma maior atencdo as questdes cirdrgicas e 0
melhoramento de técnicas de radioterapia tem reduzido a reincidéncia do tumor
em pacientes apos cirurgia de conservacdo da mama (quando n&o ocorre
mastectomia). Além disso, o perfil molecular da doenca pode fornecer
informacgdes individuais preditivas sobre a manifestacdo da doenca, o que
permite orientar a aplicacao clinica de terapias biolégicas e racionalizar sua
integragao com tratamentos sistémicos convencionais (Benson et al., 2009).

Avancos em terapias anti-cancer tém ocorrido a partir de uma
combinac¢éo de agentes citotoxicos com varios alvos moleculares. A justificativa
para o uso de diferentes alvos moleculares e uma combinacéo de terapias tem
sido validadas por experimentos que visam novas drogas contra o0 cancer,
utilizando-se agentes que afetam as vias de apoptose (Chen et al., 2006),
migracdo e invasdo (Sierra, 2005), angiogénese (Broxterman e
Georgopapadakou, 2005; Morabito et al., 2006), transducado de sinal de células
tumorais (Adjei, 2006), balanco entre sintese e degradacdo de proteinas
(Richardson et al., 2003; Nawrocki et al., 2005; Demarchi e Brancolini, 2005;
Horton et al., 2006), e, de forma geral, o ciclo celular das células cancerosas.



1.2.2 Ciclo celular

A perda da regulagdo normal do ciclo e divisdo celular s&o eventos
importantes no desenvolvimento do cancer. Complexas redes de fatores
regulatorios estdo relacionadas ao desenvolvimento do tumor, tais como as
resultantes de danos no DNA, de falhas no ciclo celular e do controle de
sobrevivéncia e morte celular (Meeran e Katiyar, 2008).

Ao longo da evolugéo, células desenvolveram varios mecanismos de
reparo para lidar com diferentes tipos de ataques ao DNA. Esses mecanismos
envolvem tanto o reparo de quebras no DNA como a parada do ciclo celular ou,
até mesmo, a morte celular programada, ou seja, apoptose. A célula é,
portanto, capaz de interromper a progressao do ciclo para garantir que
processos como a replicacdo do DNA e a mitose ocorram de forma completa
(Hartwell e Weinert, 1989). A correta progressao do ciclo celular depende da
capacidade da célula de traduzir sinais extracelulares, tais como estimulos
mitogénicos e da matriz extracelular, a fim de assegurar que a replicacéo do
DNA e a diviséo celular ocorram eficientemente.

O ciclo celular em células eucaridticas € dividido em quatro fases:
Intervalo fase 1 (G1), sintese de DNA (S); Intervalo fase 2 (G2), onde a célula
se prepara para a propria divisdo, e mitose (M), durante a qual os
cromossomos se separam e a célula se divide (Norbury e Nurse, 1992). Além
dessas fases, existe uma fase quiescente, GO, onde a célula ndo prossegue no
ciclo celular, mas pode voltar a0 mesmo apoOs receber estimulos para a

proliferacéo (figura 2) (Molinari, 2000).



Figura 2. Figura simplificada do ciclo celular. O ciclo celular apresenta 4 fases distintas:
intervalo 1 (G1), sintese de DNA (S), intervalo 2 (G2) e finalmente a mitose (M). Células
quiescentes que nao estdo ativas no ciclo celular se encontram em fase GO. Adaptado de
Coleman et al., 2004.

O rapido processo na mitose celular inclui o alinhamento cromossémico
na metafase, segregacédo dos cromossomos homadlogos na anafase e posterior
divisdo do material genético levando a interfase seguinte. A interfase é
constituida de repouso e seguida por crescimento celular (fase G1) e posterior
duplicacdo do material genético na fase S, sucedida de uma checagem na fase
G2 antes que ocorra a mitose. A refinada regulacéo do ciclo de divisédo celular
€ essencial para a duplicacao de informacao genética com altissima fidelidade,
e para a segregacao correta destas informacdes durante a mitose (McDonald e
El-Deiry, 2000).

A fim de garantir a adequada progressao do ciclo celular, as células
passam por diversos pontos internos de checagem para verificar se as fases do
ciclo estdo ocorrendo de forma completa, antes de passar para a proxima
etapa. Entre esses pontos, a mudanca de fase do ciclo é estreitamente
regulada por complexos de quinases dependentes de ciclinas (CDK), que séo
ativadas quando ligadas as proteinas reguladoras (ciclinas) (Hartwell e Kastan,
1994; Michalides, 1999; Pinto et al., 2005).



CDKs séo proteinas quinases que requerem ligacdo a subunidades de
ciclinas para tornarem-se cataliticamente competentes. Diferentes membros da
familia CDK, em associacdo com ciclinas diferentes, representam ativacdes
para varios pontos do ciclo celular. Complexos ciclina-CDK séo regulados por
fosforilacdo e por interagcbes com outras proteinas regulatorias (Sherr e
Roberts, 1999).

A progressao do ciclo celular é promovida pela oscilacdo na atividade de
quinases dependentes de ciclina e pela protedlise da via ubiquitina-
proteassoma, a qual regula a atividade de CDK, por degradacé&o de ativadores
e inibidores da CDK. Em mamiferos, trés diferentes proteinas p21, p27 e p57
formam a familia de inibidores de CDK (CKI) (Sherr e Roberts, 1999). Além
disso, a protedlise do proteassoma € crucial durante a mitose por provocar a

transicdo da metafase para a anafase (King, 1996).

1.2.3 Via ubiquitina-proteassoma e o cancer de mama

Diversas proteinas bem estudadas na area clinica do cancer de mama,
que atuam como oncogenes, genes supressores de tumor ou fatores de
prognostico sdo, em maioria, participantes da via de ubiquitinacdo (Ohta e
Fukuda, 2004).

A via de protedlise ubiquitina-proteassoma regula uma série de
processos celulares, onde reacfes rapidas e irreversiveis sdo necessarias.
Entre eles esta o controle do ciclo celular. Embora as quinases dependentes de
ciclina (CDKs) sejam estaveis durante o ciclo celular, inibidores de CDKs (CKI),
como familias de ciclinas e de p21, sdo temporalmente expressos (Koepp et
al., 1999). Seus niveis relativos determinam onde as CDKs estdo ativas ou
inativas. Essa expressao temporal é mediada por degradacdo dependente da
via ubiquitina-proteassoma. Ciclinas e CKIs, cujos niveis de expressdo sao
alterados no cancer de mama, incluem a ciclina D1, a ciclina E1 e a p27. Elas
séo proteinas do ciclo celular que regulam a progressao do ciclo na transigéo
da fase G1/S (Ohta e Fukuda, 2004). No nivel de traducgdo, a ciclina D1 é

superexpressada em 30-50% dos canceres de mama humanos e esta



relacionado a um oncogene nesse tipo de cancer (Musgrove et al., 1994; Wang
et al., 1994; Mclintosh et al., 1995).

A transicdo G1/S também é regulada pela proteina E3 ubiquitina-ligase
do tipo complexo SCF (Feldman et al., 1997; Skowyra et al., 1997). O SCF
consiste em quatro subunidades: SKP1, CUL1, uma proteina F-box, e
ROC1/Rbx1/Hrtl (Zheng et al., 2002). Proteinas F-box s&o subunidades
receptoras que permitem a seletividade do substrato e interagem, na maioria
dos casos, com substratos fosforilados. Varias proteinas F-box tém sido
identificadas e cada uma interage com substratos especificos.

A primeira proteina F-box identificada, Skp2, liga a proteina p27 ao
complexo SCF (Zhang et al., 1995; Carrano et al., 1999; Sutterlity et al., 1999).
Skp2 especificamente reconhece a p27 em uma via dependente de fosforilacédo
(Carrano et al.,, 1999). Camundongos que nao expressam a proteina Skp2
exibem acumulo de p27 (Nakayama et al., 2000). Skp2 é superexpressada em
varios de tumores humanos, incluindo o cancer de mama, e a expressao de
Skp2 € inversamente correlacionada com a de p27 (Gstaiger et al., 2001;
Signoretti et al., 2002). A presenca de Skp2 elimina os efeitos dos reagentes
anti-estrégeno na proliferacdo normal de células epiteliais da mama humana
(Signoretti et al., 2002). Isso sugere que a ndo regulacdo da expressao de
Skp2 pode resultar no desenvolvimento de um potencial oncogénico em células
da mama (Ohta e Fukuda, 2004).

O gene BRCA1, de susceptibilidade ao cancer de mama e ovario, €
provavelmente o gene mais estudado no campo do cancer de mama, devido a
suas funcdes mudltiplas e importancia clinica. Esse gene apresenta mutacéo
heterozigota em familias predispostas ao cancer de mama e ovario (Mani e
Gelmann, 2005). A proteina BRCA1 consiste em um dominio RING-finger
amino-terminal, que inclui um sinal de localizacao nuclear e um dominio que se
liga varias proteinas celulares (Miki et al., 1994). BRCA1 tem sido relacionada
com varios processos biolégicos como o reparo de DNA, o controle do ciclo
celular, a regulacéo da transcricéo, a apoptose e a duplicacdo do centrossomo.
A funcéo bioquimica conhecida para BRCAL é a sua atividade E3 ubiquitina
ligase (Ohta e Fukuda, 2004).

A proteina BRCA1l forma um heterodimero com outra proteina de

dominio RING-finger, BARD1, para formar uma E3 ligase mais potente (Wu et



al.,, 1996; Xia et al, 2003). O complexo BRCA1/BARD1 catalisa a
autoubiquitinacdo via polimerizacéo na lisina-6 da molécula de ubiquitina, sitio
de polimerizacdo incomum que pode mediar a estabilidade da proteina ao
invés de marcéa-la para degradacdo (Nishikawa et al., 2003; Wu-Baer, et al.
2003). BRCA1/BARDL1 liga-se a histona 2A/2AX como substrato, sugerindo que
a estrutura da cromatina pode ser modificada pelo complexo (Chen et al.,
2002). Adicionalmente, o complexo BRCA1/BARD1 ubiquitina ele mesmo e
aumenta sua atividade catalitica em cerca de 20 vezes (Mallery et al., 2002).
Estrégenos apresentam acgdo tecido-especifica, o que é de grande
importéancia no desenvolvimento de tecidos de mama normais, bem como
tecidos tumorais. A interacdo do estr6geno com seu receptor, um receptor de
horménio nuclear, induz a atividade transcricional do receptor.
Aproximadamente metade dos canceres de mama s&o positivos para receptor
de estrégeno a (ER a) e, provavelmente, sdo estrogeno-dependentes. A via
proteolitica ubiquitina-proteassoma é um dos mecanismos envolvidos na
sinalizacdo de ER. As células sob tratamento com estradiol apresentam
ubiquitinacdo da ER o aumentada (Nirmala e Thampan, 1995). Essa
ubiquitinacdo € importante para degradacdo da ER por meio da via proteolitica
dependente de proteassoma, e é também necessaria para transativacao
eficiente da ER. Tratamento de células HelLa transfectadas com ER a, com o
inibidor de proteassoma MG 132, estabiliza os niveis de ER, mas prejudica a
transcricdo mediada por ER a (Lonard et al., 2000). Alguns antagonistas de
receptores, incluindo tomoxifeno, o qual € um anti-estrogeno usado na terapia
contra o cancer de mama, estimula a degradacao dependente de proteassoma
da ER a (Pearce et al., 2003; Preisler-Mashek et al., 2002). E provavel que o
efeito anti-estrogeno de tais ligantes antagonistas seja, ao menos em parte,
mediado pela modificacdo da degradacdo da ER a dependente da via

ubiquitina-proteassoma (Ohta e Fukuda, 2004).



1.3 Proteassoma

1.3.1 Caracteristicas gerais

O proteassoma €& um complexo protéico essencial de células
eucaridticas e procaridticas que apresenta atividade proteasica multicatalitica,
sendo o responsavel pela degradag¢do da maioria das proteinas celulares. Ele
esta presente tanto no citoplasma quanto no nucleo, podendo representar até
1% das proteinas celulares totais (Coux et al., 1996). Em células de mamiferos,
proteassomas sao principalmente encontrados no citoplasma, mas também
apresentam associacdo com elementos do citoesqueleto, nlucleo e membrana
plasmatica. Entretanto, a taxa de associacdo do proteassoma com diferentes
organelas varia nos diferentes tipos celulares (Wojcik e DeMartino, 2003).

A principal funcdo desse complexo é catalisar a degradacdo de
proteinas e pequenos peptideos, desempenhando papel na degradacdo de
proteinas anormais e proteinas regulatérias. O proteassoma esta envolvido na
regulacdo do ciclo celular (Ghislain et al., 1993), apresentacdo de antigenos
(Rock e Goldberg, 1993), processos oncogénicos (Scheffner et al., 1992),
regulacdo da transcricdo e traducao (Palombella et al., 1994), apoptose (Ellis et
al., 1991), reparo de DNA e remodelamento da cromatina (Demartino e Gillette,
2007).

O proteassoma 26S é formado pela juncdo do nucleo catalitico
(proteassoma 20S) a dois complexos regulatérios (19S). O proteassoma 20S
apresenta massa molecular de 700 kDa e € altamente conservado, sendo
encontrado em bactérias (Tamura et al., 1995), arqueias (Rivett, 1993) e em

todas as células eucaridticas.

1.3.2 Proteassoma 20S

O proteassoma 20S degrada inespecificamente, in vitro, proteinas
desnaturadas ou peptideos, independentemente de ATP (Lupas et al., 1993).
Os primeiros estudos da organizacdo estrutural do proteassoma ocorreram

apos o isolamento do complexo 20S da arqueia Thermoplasma acidophilum
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(Dahlmann et al., 1989). Esses estudos revelaram que o0 proteassoma é
composto por dois anéis externos formados, cada um, por sete subunidades do
tipo a, e dois anéis internos formados, cada um, por sete subunidades do tipo
B, resultando no arranjo a;p;Bra; (Puhler et al., 1992). O proteassoma
eucarioto difere do proteassoma de T. acidophilum, por apresentar 7 tipos
diferentes de subunidades a e 7 tipos diferentes de subunidades 3, formando
um arranjo estrutural do tipo ai.7B1-7B1-701.7 (Baumeister et al., 1998). O
complexo 20S é composto por um canal central e trés compartimentos, dois
localizados entre os anéis a e 3 e o terceiro localizado no centro do complexo,
entre os anéis [3, correspondendo ao sitio catalitico (Lupas et al., 1993; Léwe et
al., 1995; Weissman et al., 1995; Coux et al., 1996). A estrutura tridimensional
do proteassoma 20S de T. acidophilum foi elucidada por difragdo de raios-X
(Lowe et al., 1995).

Os anéis externos do complexo 20S apresentam as funcdes: interacao
com complexos regulatérios, controle do acesso de proteinas ao
compartimento interno, participacdo na montagem do complexo e ativacdo das
subunidades do tipo B. As subunidades do tipo B estdo envolvidas na atividade
proteolitica da particula, onde, dentre as sete subunidades B que formam o
anel, apenas 3 sao ativas: B1 (Y), B2 (Z) e B5 (X) (Griffin et al.,, 1998). A
subunidade B1 é responsavel pela atividade peptidil-glutamil hidrolase/caspase-
like (PGPH), a B2 é responsavel pela atividade tripsina-like e a B5, pela
atividade quimotripsina-like (Orlowski e Wilk, 2000; Groll e Huber, 2003) (figura
3).
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Figura 3. Estrutura do proteassoma 20S. (a) Representacdo esquematica das subunidades do
proteassoma. Os sitios ativos sdo formados no N-terminal das subunidades 1, B2 e B5. Os
substratos preferenciais para esses sitios sdo: p1 — substratos de PGPH, 2 — substratos de
tripsina-like e B5 — substratos de quimotripsina-like. (b) Representacédo da superficie molecular
do proteassoma mostrando as subunidades em cores distintas. Os sitios ativos (amarelo) sao
separados no canal catalitico central. Substratos e produtos passam através de uma abertura
denominada a-annulus (verde) no centro do anel formada pelas subunidades a. Adaptado de
Rechsteiner e Hill, 2005.

Além do proteassoma “constitutivo” descrito, também existe o
imunoproteassoma, que é induzido por infeccbes microbianas e por citocinas
imunomoduladoras, como o interferon (IFN)-y. Esta citocina induz a expressao
de trés subunidades proteassomais em mamiferos, B1i (LMP2), B5i (LMP7) e
B2i (MECL-1), que séo incorporadas no lugar das subunidades B (Y, X e Z,
respectivamente) para formar imunoproteassomas. O imunoproteassoma
contribui para a producdo eficiente de epitopos para linfécitos T citotéxicos e
participa no processamento de antigenos restrito a via de MHC (complexo
principal de histocompatibilidade) de classe | e a imunidade mediada por
células (Tanaka e Kasahara, 1998; Kloetzel, 2001; Rock et al., 2002).
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1.3.3 Atividade catalitica do proteassoma 20S

Todas as subunidades B do proteassoma sdo membros de uma familia
de proteinas que divergiram de um Unico ancestral, possivelmente similar a
subunidade B de arquéia. Entretanto, apenas trés subunidades, B1, 2 e B5
sao proteoliticamente ativas nos eucariotos, apresentando uma treonina
nucleofilica na regido N-terminal. As outras subunidades B (B3, p4. 6 e B7)
sao inativas e incapazes de realizar autélise. B3, B4 e B6 ndo apresentam a
treonina nucleofilica na posicao 1, e a subunidade B7 apresenta uma arginina
33 e uma fenilalanina 129 ao invés de uma lisina e uma serina,
respectivamente (Groll et al., 1999). As subunidades catalitica do proteassoma,
B1l, B2 e B5, sdo processadas de forma autocatalitica e independente
(Schmidtke et al., 1996).

A funcdo das subunidades B ndo ativas pode estar relacionada com a
formacdo dos centros ativos (Heinemeyer et al., 1991; Heinemeyer et al., 1993;
Kopp et al., 1997) e com a ligacdo e orientacdo das cadeias peptidicas dos
substratos em fendas hidrofébicas permitindo a clivagem das ligacdes
peptidicas pelas subunidades vizinhas (Heinemeyer et al., 1997). O residuo de
treonina atua, via o grupo hidroxila da cadeia lateral, como nucledfilo na
hidrolise da ligacao peptidica e é assistido por seu préprio grupo amino como
aceptor de prétons. Adicionalmente, o residuo de lisina 33 € o centro da
catélise (Loéwe et al., 1995; Seemdller et al., 1995), participando indiretamente
da estabilizacdo e orientacdo dos residuos do sitio ativo, e diretamente, por
meio do seu grupo €-amino atuando como aceptor de prétons para 0 grupo
hidroxila da treonina 1. Ambos residuos sdo necessarios para clivagem
peptidica externa (Seemdller et al., 1995) e processamento autocatalitico das
subunidades B (Seemiiller et al., 1996).

O proteassoma 20S humano pode clivar peptideos na posicdo P1
(aminoé&cido imediatamente ao lado da ligagédo peptidica a ser clivada) para a
maioria dos aminoacidos, com preferéncia por leucina e alanina. Além disso,
aminoacidos préoximos a posicado P1, em posi¢cdes P3 e P4, como a glutamina,
valina, isoleucina, leucina e asparagina, influenciam a clivagem de peptideos

pelo proteassoma 20S (Harris et al., 2001).
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1.3.4 Proteassoma 26S

Ao contrario do complexo 20S, o complexo 26S s6 foi encontrado em
eucariotos. O 26S é um complexo multicatalitico, dependente de ATP,
apresentando massa molecular de aproximadamente 2,0 MDa (Lupas et al.,
1993). Ele encontra-se principalmente no citoplasma, mas uma pequena fracado
foi detectada no nucleo (Yang et al., 1995). Esse complexo apresenta papel
principal na via de degradacdo proteolitica extra lisossomal, conhecida como
via da ubiquitina, importante na degradacéo de diversas proteinas regulatorias.

O proteassoma 26S consiste no proteassoma 20S, o nucleo catalitico,
ligado ao complexo regulatério 19S, conhecido como PA700. Proteassomas
20S degradam proteinas e peptideos desdobrados ou mal enovelados, no
entanto, ele ndo degrada proteinas ligadas a ubiquitina. O complexo PA700 se
liga a uma ou ambas as extremidades proteassomais, na presenca de ATP,
para direcionar as proteinas ubiquitinadas para o centro de degradacdo do
proteassoma 20S. O PA700 é um complexo composto por diversas
subunidades, as quais conferem atividades de ATPase, ligacdo a ubiquitina,
deubiquitinacdo, desenovelamento, entre outras (Glickman et al., 1998; Voges
et al., 1999; Pickart e Cohen 2004).

Além de se ligar ao PA700, o proteassoma 20S pode se associar
independente de ATP a outro ativador, o PA28, ou o regulador 11S, para
formar complexos que aumentam a atividade proteassomal. Tanto o PA28
quanto o PA700 podem se ligar simultaneamente ao proteassoma 20S (figura
4) (Hendil et al., 1998).
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Figura 4. Formas do proteassoma encontrado em eucariotos. O complexo multicatalitico, ou
20S proteassoma, é composto por 4 anéis empilhados ao redor de um canal central. Cada um
dos dois anéis mais externos contém sete subunidades diferentes, as quais, provavelmente
estdo relaciondas a fungdes estruturais e de regulacdo do complexo. Os dois anéis internos
contém sete subunidades diferenciadas e apresentam funcgéo catalitica. O proteassoma 20S
quando combinado com os complexos regulatérios 11S ou 19S, chamados ativadores PA28 e
PA700 respectivamente, apresenta atividade proteolitica alterada. Adaptado de Voorhees et al.,
2003.

A seletividade da ubiquitinacdo e a presenca do complexo regulatério
19S, em eucariotos, certificam que a entrada do polipeptideo seja altamente
seletiva, evitando degradacdo inespecifica (Kloetzel, 2001). Além desse
complexo regulatorio, podem existir varias proteinas envolvidas na via

ubiquitina-proteassoma, que se ligam a PA700 em quantidades sub-
estequiométricas, regulando ainda mais esse processo (Schauber et al., 1998).
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1.3.5 Viaubiquitina-proteassoma

A ubiquitinacdo de proteinas estd envolvida em diversos processos
biolégicos, como a transcricdo, o ciclo celular, processamento de antigeno,
defesa celular, sinalizacdo celular, morte celular, entre outros (Ciechanover e
Iwai, 2004; Varshavsky, 2005). Proteinas celulares marcadas para degradacao
de proteassomas 26S dependentes de ATP sao ligadas a ubiquitina, uma
proteina de 76 aminoacidos. Ela é ligada covalentemente a proteina alvo por
uma ligagao entre o carboxi-terminal da glicina da ubiquitina e, geralmente, o
grupo g-amino da lisina da proteina alvo. Ligacdes isopeptidicas sdo formadas
entre o carboxi-terminal da ubiquitina e o grupo €-amino de lisina de outra
ubiquitina para formar cadeias poliubiquitinadas (Pickart, 2001; Weissman,
2001; Ciechanover e Iwai, 2004). Em algumas proteinas sem lisina a
poliubiquitinacdo pode ocorrer na regido amino-terminal (Ciechanover e Ben-
Saadon 2004).

Além disso, diferentes lisinas marcadas podem representar diferentes
sinais celulares. A poliubiquitinagdo nas lisinas 48 e lisinas 29 da ubiquitina
representa o sinal de degradacdo mediada por proteassoma, enquanto a
ubiquitinacdo de outros residuos de lisina (lisina 63, por exemplo) representa
sinais de reparo do DNA, ativacdo de fatores de transcricédo, etc (Weissman,
2001). Por outro lado, a mono-ubiquitinacdo de proteinas apresenta outras
funcdes, como a endocitose, regulacdo de histonas, brotamento viral, entre
outras (Hicke, 2001) (figura 5).
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protéico ribossoma

Reparo de DNA

Degradacéao

Figura 5. Atividades do proteassoma. Os substratos ubiquitinados s&o direcionados para
degradacdo dependente de proteassoma ou para outras funcdes, dependendo do tipo de
ubiquitinacéo. IkB: inhibitor do NF-kB. Adaptado de Ohta e Fukuda, 2004.

O processo de marcacdo de substratos com ubiquitina para a
degradacédo pelo proteassoma 26S pode ser resumido da seguinte forma: a
ubiquitina é ativada pela ligacdo com uma enzima ativadora E1, por meio de
uma ligacdo tioéster entre um residuo de cisteina da E1 ativa e o carboxi-
terminal da glicina da ubiquitina. A ubiquitina é transferida do complexo E1-
ubiquitina para uma enzima conjugadora E2, formando uma ligacdo tioéster
entre um residuo de cisteina do sitio ativo da E2 e o carboxi-terminal da glicina
da ubiquitina. Por fim, a ubiquitina é covalentemente ligada a proteina alvo por
meio de uma ligacdo isopeptidica entre o carboxi-terminal da glicina da
ubiquitina e um grupo €-amino de um residuo interno de lisina da proteina alvo.
Essa reacdo € catalisada por uma proteina E3 ligase (figura 6). Depois da
ligacdo de uma ubiquitina a proteina alvo, a cadeia de poliubiquitinas é formada

pela ligacdo do carboxi-terminal de cada ubiquitina a um residuo de lisina
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especifico (mais comumente a lisina 48) da ubiquitina seguinte (Ciechanover,

1998).
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Figura 6. Marcacdo de substratos com ubiquitina para a degradacédo pelo proteassoma 268S.
Substratos protéicos a serem eliminados séo ligados as ubiquitinas (Ub) e reconhecidos pelo
proteassoma 26S. A ubiquitina é ativada por E1 (dependente de ATP). A ubiquitina ativada é
transferida a uma cisteina (Cys) ativa de uma segunda proteina, enzima conjugadora de
ubiquitina, E2. Com a adicdo de E3 ligase, a E2 catalisa a transferéncia de uma (poli)ubiquitina
na proteina destinada a degradacdo. A ubiquitinacdo € revertida por enzimas de
deubiquitinagdo (DUBs), as quais removem a ubiquitina de proteinas e separam cadeias de

poliubiquitinacdo. Adaptado de Ravid e Hochstrasser, 2008.

Embora o proteassoma 26S reconhecga cadeias poliubiquitinas como
principal marcagéo, varias E3 ligases reconhecem diversos substratos com
sinais para degradacdo, contribuindo para a seletividade e especificidade do
sistema ubiquitina-proteassoma (Ciechanover e Iwai, 2004; Pickart, 2001;
Pickart e Cohen, 2004; Voges et al., 1999; Weissman, 2001). Analises
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comparativas do genoma humano revelam alguns genes codantes para
enzimas E1, dezenas de genes que codificam enzimas E2 e centenas de
codificacbes para E3 ligases (Semple et al., 2003). A via ubiqutina-
proteassoma regula e elimina proteinas especificas, deixando outras intactas,
por meio da E2 e da especificidade mediada por E3, permitindo uma regulacao
celular refinada (Varshavsky, 2005).

A ubiquitina precisa ser removida das proteinas alvo antes de entrar no
nacleo proteolitico dos proteasomas. As enzimas classicas de deubiquitinacdo
pertencem as familias de processamento de ubiquitina (UBP) e ubiquitina
carboxi-terminal hidrolases (UBH). Em geral, as UBPs removem a ubiquitina de
cadeias poliubiquitinadas, enquanto as UBHs removem pequenos conjugados
de ubiquitina e regeneram mondmeros de ubiquitina livres (Kim et al., 2003;
Weissman 2001).

Estudos recentes vém demonstrando que a inibigdo da via de ubiquitina-
proteassoma, tanto pela via da E3 ligase quanto do proprio proteassoma, esta
relacionada com efeitos anticarcinogénicos importantes. A E3 ligase é um
importante alvo terapéutico, visto que ela apresenta fungdes especializadas e
esta relacionada a diversos processos celulares, como progressdao do ciclo
celular, oncogénese, transducéo de sinal, regulacdo da transcricdo, reparo de
DNA, endocitose, transporte e desenvolvimento (Sun, 2003). Cada E3 é
especifica para um pequeno conjunto de proteinas, portanto, inibidores de E3
ligases podem inibir a ubiquitinacédo e a degradagédo mediada por proteassoma
26S em processos celulares especificos (Vassilev et al., 2004).

1.3.6 Inibidores de proteassoma

Estudos de inibicdo do proteassoma tém sido fundamentais nas
pesquisas de cancer e de resisténcia a drogas. A maioria dos processos de
protedlise regulada nas células eucariéticas ocorre pela via ubiquitina-
proteassoma (Ciechanover, 2005). A inibicdo do proteassoma tem sido bem
estabelecida como uma estratégia racional para mieloma mdltiplo (Richardson
et al., 2006), linfoma ndo-Hodgkin (Goy et al., 2005) e alguns outros tumores
(Dou e Goldfarb, 2002).
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Os primeiros tipos de inibidores de proteassoma descobertos foram os
peptideos aldeidos, como o N-acetil-Leu-Leu-Norleucinal, chamado de inibidor
de calpaina |I. Este composto inibe reversivelmente o proteassoma 20S
modificando o grupo hidroxila da treonina catalitica, formando uma ligacao
hemiacetal. Ele pode rapidamente se dissociar dos proteassomas e €
rapidamente oxidado em acidos inativos. O inibidor de calpaina | inibe
principalmente a atividade quimotripsina-like dos proteassomas e reduz
significativamente a taxa de degradacdo de proteinas citosolicas (Rock et al.,
1994).

Varios inibidores sintéticos tém sido descritos como inibidores
proteassomais, dentre elas peptideos aldeidos como: MG132 (Cbz-Leu-Leu-
leucinal), MG115 (Cbz-Leu-Leu-norvalil), ALLN (Acetil-Leu-Leu-norleucinal)
(Lee e Goldberg, 1998). A epoximicina € o inibidor de proteassoma mais
seletivo, uma vez que néo inibe outras enzimas celulares. Epoximicina reage
com o N-terminal da treonina catalitica do proteassoma para formar um
derivado morpholino irreversivel (Groll et al., 2000) e apresenta atividades anti-
tumoral e antiinflamatoria in vivo (Meng et al., 1999). A lactacistina é um
inibidor especifico para proteassomas. Essa molécula é um metabdlico de
Streptomyces, que inibe a progressao do ciclo celular e induz a diferenciacao
de neuroblastomas de camundongos (Fenteany et al., 1994).

Diversas proteinas celulares e virais foram identificadas e caracterizadas
como inibidoras da atividade de protedlise do proteassoma 20S in vitro. PI31
(Proteasome Inhibitor of 31 kDa) é uma proteina intracelular, rica em
aminoacidos prolina, que inibe in vitro a degradacdo de proteinas
desenoveladas e peptideos fluorogénicos (McCutchen-Maloney et al., 2000).
PR39 é uma proteina de 39 residuos de aminoacidos de prolina e argininas,
capaz de atravessar rapidamente as membranas celulares, originalmente
isolada de macréfagos que secretavam peptideos antibacterianos (Gallo, et al.,
1994). Estudos in vitro mostram que a PR39 & um inibidor reversivel e néo
competitivo do proteassoma 20S e 26S (Gaczynska et al., 2003). Tat é uma
proteina de HIV (Humam Immunodeficiency Virus) de 86 residuos de
aminoacido, que atua como ativador transcricional. Tat interage com as
subunidades proteassomais do complexo 26S, afetando essa atividade

proteolitica in vitro (Seeger et al., 1997).
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Em estudos pré-clinicos utilizando modelos animais, alguns inibidores de
proteassoma promoveram a morte celular de diversos tumores in vitro e in vivo
(Adams, 2003). O bortezomibe é o primeiro inibidor sintético especifico para via
proteassomal a ser utilizado na fase clinica de diversos tumores. Ele blogueia a
atividade de quimotripsina do proteassoma de forma reversivel (Rajkumar et
al.,, 2005). Esse inibidor ja foi aprovado pela FDA (Food and Drug
Administration) para tratamento de mieloma mudultiplo e linfoma nao-Hodgkin
(NHL) e vem sendo utilizado clinicamente em 85 paises desde entdo (Adams,
2004). Inibidores de proteassoma podem ser alternativas promissoras no
tratamento de varios tumores humanos (Lee e Goldberg, 1998), visto que
muitas células transformadas sdo significativamente mais sensiveis a inibicao
do proteassoma, quando comparadas com células normais (An et al., 1998;
Delic et al., 1998; Soligo et al., 2001; Ma et al., 2003).

Varios inibidores de proteassoma vém sendo testados para o tratamento
do cancer. Um novo grupo de inibidores que apresentam inibicdo do
proteassoma e atividade anticarcinogénica sdo o0s inibidores de
serinoproteases, como o BBI (Bowman Birk Inhibitor). O BBI é um inibidor de
quimotripsina e tripsina, encontrado em sementes de soja, e inibe parcialmente
a atividade do proteassoma 26S, principalmente a atividade quimotripsina-like
(Chen et al.,, 2005). Até o momento, esse € 0 Unico trabalho que relata a
relagdo de inibidores do tipo Bowman-Birk com a atividade proteolitica de

proteassomas.

1.4 Inibidores de protease

1.4.1 Aspectos gerais

Proteases estdo envolvidas na hidrélise de proteinas intracelulares, na
transcricdo, no ciclo celular, na invasao celular e apoptose (Kato, 1999). Em
sistemas bioldgicos, essas proteinas podem ser inativadas tanto por
degradacdo proteolitica quanto por acdo de inibidores, que agem como

pseudo-substratos exibindo variaveis graus de afinidade com o sitio catalitico

21



das enzimas. Os inibidores de protease tém, portanto, importante papel na
regulacdo das atividades proteoliticas de enzimas (Laskowski e Kato, 1980;
Ikenaka e Norioka, 1986).

Os inibidores de protease séo divididos em familias de acordo com a
classe de proteases inibidas, sequéncia priméaria e homologia estrutural entre
os membros; além da localizacdo das ligacbes dissulfeto e do sitio reativo
(Laskowsky e Kato, 1980). Inibidores de proteases de plantas pertencem a
familias de proteinas que sé@o usadas para a defesa da planta contra insetos e
microorganismos, a partir da inibicdo de suas enzimas proteoliticas especificas
(Richardson, 1977). Os inibidores blogueiam a regido da sede catalitica da
enzima interagindo, nesta regido, por forcas ndo covalentes com uma alca que
interliga duas fitas 3, denominada sitio reativo (Farady et al., 2007).

Inibidores de protease de plantas tém sido descritos como proteinas de
armazenamento (McGrain et al, 1989), e protecdo das plantas contra infec¢des
e em processos defensivos (Franco et al., 2003). Plantas transgénicas podem
expressar essas proteinas e a alteracédo no padrao protéico pode conferir maior
protecdo contra pestes (Franco et al., 2003; Hilder e Boulter, 1999; Schuler et
al., 1998).

1.4.2 Inibidores da familia Bowman-Birk

Inibidores de serinoproteases sdo amplamente distribuidos na natureza
e podem inibir a acdo de enzimas em diferentes organismos. Esses inibidores
variam quanto a sua especificidade e eles podem ser sintéticos ou naturais.
Inibidores de protease naturais sao classificados em 20 familias diferentes (De
Leo et al., 2002; Laskowski e Qasim, 2000), entre eles os mais bem estudados
sdo os inibidores da familia Kunitz (Ascenzi et al., 2003) e Bowman-Birk.

A familia de inibidores Bowman-Birk (BBI) tem sido bastante estudada
no nivel estrutural e de atuacdo fisiologica (Losso, 2008). O BBI foi
primeiramente identificado por Bowman em 1940 e purificado por Birk em 1961
(Birk, 1985). BBIs sao inibidores ricos em cisteinas com massa molecular entre
6 e 20 kDa (Richardson, 1981). Eles apresentam 2 sitios reativos: a al¢a 1, no

subdominio N-terminal e a alga 2, no subdominio C-terminal. Essas alcas
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permitem reatividade bifuncional contra tripsina e  quimotripsina,
respectivamente (Freitas et al., 1999; Laskowski e Kato, 1980; Xavier-Filho e
Ventura, 1988).

1.4.3 Atividade inibitoria dos BBIs

As estruturas tridimensionais dos inibidores da familia Bowman-Birk séo
similares e apresentam a mesma conformac&o dos sitios reativos, consistindo
de dois subdominios de ligacéo distintos compostos por um grampo 3 em duas
fitas B antiparalelas estabilizadas por ligagdes dissulfeto. A superficie das alcas
reativas se estende pelo solvente, permitindo acesso facilitado para
reconhecimento do sitio ativo das enzimas (Park et al., 2004). As alcas séo
geralmente bastante rigidas, reduzindo o decrescimento desfavoravel na
entropia, que ocorre na formacédo do complexo (Bode e Huber, 2000; Bode e
Huber, 1992).

A caracteristica estrutural mais atipica dos BBIs é a regido hidrofébica
exposta (Freitas et al., 1997; Koepke et al., 2000; Voss et al., 1996). Estudos
estruturais mostram que essa regidao hidrofobica favorece a internalizacdo de
residuos carregados, formando um sitio eletricamente carregado na fronteira
entre dominios e as moléculas internas de agua (Voss et al., 1996). As ligacbes
polares e a conformacédo rigida do subdominio 1 na regido de ligacdo sao
caracteristicas da especificidade contra a tripsina, enquanto o aumento da
hidrofobicidade e uma significativa mobilidade estrutural sdo caracteristicas do
subdominio 2, de ligacdo a quimotripsina. As regides hidrofébica expostas do
subdominio 2 sdo provavelmente as responsaveis pela auto-associacdo do
inibidor (Voss et al., 1996; Catalano et al., 2003; Koepke et al., 2000; Silva et
al., 2005).

De forma geral, o0 mecanismo de inibicdo dos inibidores Bowman-Birk é
o0 mesmo de outros inibidores de serinoproteases. O complexo estavel inibidor-
enzima é rapidamente formado e apresenta taxa de dissociacdo bastante lenta.
O inibidor é especificamente clivado na ligacéo peptidica entre os residuos de
aminoacidos P1-P1’ (Ardelt e Laskowski, 1983; Ardelt e Laskowski, 1985). As

ligacdes dissulfeto dos inibidores Bowman-Birk contribuem para a rigidez da

23



estrutura molecular do inibidor, mantendo sua conformac&o ativa, e para a
estabilidade do complexo formado entre inibidor e enzima (lkenaka et al., 1986;
Park et al., 2004). Neste complexo, a al¢a reativa do inibidor associa-se com o0s
residuos cataliticos, principalmente o residuo de serina, de forma similar ao
gue acontece na interacéo entre o substrato e a enzima (Bode e Huber, 1992).

A alca reativa exposta (hidrofilica, na inibicdo da tripsina, ou hidrofébica,
na inibicdo da quimotripsina), quando interage com o sitio ativo da enzima é
estabilizada por varias ligacdes de hidrogénio entre residuos no sitio ativo e da
alca do inibidor (Bode e Huber, 1992). Essa proximidade permite a fixacdo do
grupo carbonila do residuo P1 do inibidor com a serina catalitica da enzima
(Huber et al., 1974; Marquart et al., 1983).

1.4.4 Aplicacédo e importancia dos inibidores Bowman-Birk

Os inibidores Bowman-Birk sdo encontrados em mono e dicotiledoneas,
principalmente em sementes de leguminosas (Mello et al., 2003). Eles
apresentam potencial para serem aplicados em obtencdo de plantas
geneticamente modificadas e em aplicagcbes biomédicas, considerando sua
acao contra microorganismos e insetos (Franco et al., 2003; Ryan, 1973; Ryan,
1991, Xavier-Filho, 1992) e suas propriedades anticarcinogénicas (Dittmann et
al., 1995; Joanitti et al., 2010; Kennedy et al., 1993c; Kennedy, 1998; Troll et
al.,, 1987). Os inibidores de protease estdo relacionados com a acao
antinutricional, principalmente em insetos, ao inibir as proteases do seu
intestino, apresentando funcdo de protecdo contra herbivoria (Franco et al.,
2003; Haq et al., 2004; Xavier-Filho, 1992). Além disso, eles inibem uma
variedade de atividades em nematdéides patogénicos, e impedem o crescimento
de varios fungos patogénicos, inibindo o crescimento do micélio e a
germinacao do esporo (Joshi et al., 1998).

BBIs sdo reconhecidos como potentes supressores carcinogénicos in
vivo (animais) e in vitro e ndo apresentam reacoes adversas ou toxicidade para
0 pancreas e para o crescimento animal com doses duas vezes maiores que as
utilizadas em seres humanos (Kennedy, 1998). Eles inibem a transformacao

maligna induzida tanto por agentes quimicos quanto radioativos in vitro
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(Kennedy, 1993a e 1998). O inibidor de protease Bowman-Birk (BBI) estimula o
reparo do DNA apds irradiacdo em fibroblastos (Dittmann et al., 1998). Essa
protecdo € seletiva visto que o BBI s protege tecidos normais, ndo agindo
sobre tecidos tumorais (Dittmann et al., 2005).

Estudos mostram que tecidos humanos pré-malignos apresentam
elevados niveis de atividade proteolitica. Serinoproteases em atividade
desregulada podem estar associadas a invasdo celular, metastase,
angiogénese e crescimento do tumor (Darmoul et al., 2003; Lee et al., 2000).
Inibidores de proteases podem inibir essa atividade e isso pode ser uma
explicacdo para a acdo preventiva desses inibidores (Billings et al., 1987;
Kennedy, 1998; Manzone, et al., 1995). Trabalhos de Yavelow et al., 1985,
mostraram que a atividade anticarcinogénica do BBI estd associada com a
regido da molécula que inibe a quimotripsina. Nesse caso, o BBI com sitio de
reatividade contra tripsina modificado, ou seja, apresentado somente atividade
inibitéria contra quimotripsina, € responsavel por todo efeito de supressdo da
carcinogénese em transformacéo in vitro induzida por raios-X. Além disso, a
atividade anticarcinogénica do BBI esté relacionada a habilidade de afetar a
expressao de certos oncogenes e de interferir nos niveis de algumas atividades
proteoliticas (Kennedy, 1995).

A atividade anticarcinogénica desses inibidores encontrados em
leguminosas é evidenciada, em populacdes humanas, pela forte correlacdo
entre altos niveis de consumo de leguminosas e baixa incidéncia de cancer de
célon, mama e préostata (Fontham e Correa, 1993). Um extrato de soja
enriqguecido em BBI, denominado concentrado de BBI (BBIC), esta sendo
testado como nova droga pela US Food and Drug Administration e esta na fase
clinica 2 para ser utilizado na prevencao do cancer (Kennedy, 1998; Armstrong
et al., 2000; Meyskens, 2001; Malkowicz et al., 2001).

Além de efeitos anticarcinogéncios, o BBl apresenta efeitos
antiinflamatérios (Maki e Kennedy, 1992). Touil e colaboradores (2008)
demonstraram que a administracdo de BBIC suprime a encefalomielite
autoimune experimental - EAE (modelo animal da Esclerose Mdltipla) em ratos
Lewis. Além disso, o BBI purificado resultou em melhoras significativas da
doenca nos niveis fase inicial, gravidade, perda de peso dos animais,

inflamacgéo e desmielinizagdo, além de induzir a producdo de Interleucina 10
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(imunossupressor) por células imunes. De forma geral, o BBl reduz a
inflamacdo e atenua a perda neuronal, mostrando que esse inibidor é o
componente ativo do BBIC e um importante candidato para a terapia oral de

esclerose mdltipla.

1.4.5 Peptideos derivados de inibidores de protease naturais

Diversas drogas comercializadas sdo derivadas de compostos naturais
extraidos diretamente de plantas em seu habitat natural ou em cultivos.
Entretanto, muitas espécies vegetais tém sido ameacadas de extincdo devido a
extragcbes excessivas de compostos naturais (Rates, 2001), o que pode
comprometer a diversidade da flora brasileira.

Além do risco de extincdo, os processos de extracdo desses compostos
sdo, muitas vezes, demorados e dificeis, o que encarece o preco do
medicamento, diminuindo sua acessibilidade a populacdo (Hamburger et al.,
1991). Por essa razdo, novas drogas sintetizadas quimicamente, tendo como
molde moléculas naturais, tem sido alvo de investigacdo, considerando que
podem ser obtidas mais rapidamente, com maior controle de qualidade e
menores custos financeiros (Hamburger et al., 1991; Latham, 1999; Mann,
2002; Rates, 2001).

Considerando a importancia e aplicacdo dos inibidores de protease da
familia Bowman-Birk listadas anteriormente, os peptideos derivados desses
inibidores séo alvos de estudos que visam definir sua atividade e potencial
biotecnologico (Wenzel e Tschesche, 1995; Vita et al., 1997; Clemente e
Domoney, 2006). Peptideos derivados de inibidores Bowman-Birk tém
apresentado atividade inibitoria significativa e caracteristicas estruturais
similares as suas proteinas-molde (Li et al., 1994; Zhu et al., 2001; Brauer et
al., 2001). A atividade desses peptideos é dependente da estruturagdo ciclica
da molécula, obtida pela formacéo da ligacdo dissulfeto. Peptideos sem essa
estrutura apresentam atividade baixa ou nula (Domingo et al.,, 1995). A
susceptibilidade do peptideo a clivagem pela protease nao esta correlacionada

com o potencial inibitorio da molécula, mas sim com sua sequéncia de
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aminoacidos (McBride et al., 1998; Gariani e Leatherbarrow, 1997; Gariani et
al., 1999; McBride et al., 1999).

As caracteristicas observadas desses peptideos sintetizados com
moldes de inibidores naturais permitem a construcdo de inibidores potentes e
mais facilmente sintetizados (McBride et al.,, 2002). Estudos realizados por
Luckett e colaboradores (1999) relataram um novo peptideo ciclico, com 14
residuos de aminoéacidos, encontrado naturalmente em girassois, com atividade
inibitéria contra tripsina (SFTI-1, Sunflower trypsin inhibitor 1). Esses dados
confirmam a importancia biologica de peptideos ciclicos com atividade inibitoria
(McBride et al., 2002), mostrando que peptideos com estrutura semelhante ao
sitio reativo de inibidores Bowman-Birk podem ser relevantes no desenho de
novas drogas, baseando-se nas propriedades que esses inibidores apresentam
para aplicagéo biotecnoldgica no agronegdécio e em tratamentos médicos, como

descrito acima.

1.4.6 Black-eyed pea Trypsin and Chymotrypsin Inhibitor (BTCI)

O BTCI (black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor) é um inibidor
pertencente a familia Bowman-Birk, isolado de sementes de Vigna unguiculata
(figura 7), que apresenta dois sitios reativos diferentes e independentes para
tripsina e quimotripsina, respectivamente (Ventura et al., 1966; Xavier-Filho e
Ventura, 1988). O sitio Lys26-Ser27 inibe a tripsina e o sitio Phe53-Serb4, a
quimotripsina (Barbosa et al., 2007; Freitas et al., 1997).

27



Figura 7. Vigna unguiculata, vulgarmente conhecida como feijao-de-corda, € uma espécie
pertencente a familia das leguminosas (Fabaceae), subfamilia papilionoidea (Faboideae).

Disponivel em <http://www.fao.org/ag/AGP/agpc/doc/Show/SAfrica/sapaper/ photo42.htm>

A ligacdo do BTCI a tripsina e quimotripsina foi caracterizada como um
processo endotérmico, espontaneo e entropico (Fachetti et al., 1984; Freitas et
al., 1999), formando complexos binario e ternario estaveis (Ventura et al.,
1975). O complexo binario BTCI e quimotripsina € rapidamente formado e
dissocia-se muito lentamente em enzimas livres e uma mistura de inibidores
nao-modificados e modificados pela enzima (Freitas et al., 1997). O complexo
BTCI e tripsina é estabilizado por contatos hidrofobicos e ligacbes de
hidrogénio, e € estruturalmente independente da alca reativa contra
quimotripsina (Barbosa et al., 2007; Esteves et al., 2007, Esteves, 2010).

Esse inibidor € uma proteina globular estavel com 83 residuos de
aminoacido e sete ligacdes dissulfeto (figura 8) (Morhy e Ventura, 1987;
Barbosa et al., 2007). Além disso, o BTCI apresenta alta termo-estabilidade e
estabilidade estrutural em ampla faixa de pH. O BTCI retém 96% de sua
atividade inibitéria depois de 60 minutos de aquecimento a 95°C e sua
atividade é estavel entre pH 3 e pH 10 (Silva et al., 2001).
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Phe53LfJ

Figura 8. Estrutura tridimensional do BTCI. Diagrama de fita da estrutura do BTCI mostrando
suas sete ligagfes dissulfeto (setas); os residuos P1 nos subdominios 1 e 2, fenilalanina
(Pheb53) e lisina (Lys26) e os residuos de estabilizacdo da regido interna da estrutura do
inibidor. Adaptado de Barbosa et al., 2007.

Estudos espectroscopicos do BTCI mostraram que residuos aromaticos
estdo consideravelmente expostos ao solvente, o que contribui para a
formacdo oligomérica (Ventura et al., 1984). Estados multiméricos do BTCI,
com formatos elipsoidais, em equilibrio entre as estruturas monoméricas,
diméricas, triméricas e hexaméricas, foram identificados por espalhamento de
luz (Ventura et al., 1981) e por analise de Microscopia de Forca Atbmica (Silva
et al., 2005).

E estrutura tridimensional do BTCI em associacdo com a tripsina
(Barbosa et al., 2003; Barbosa et al., 2007) e com a tripsina e a quimotripsina,
simultaneamente, foram elucidadas (Esteves et al., 2007; Esteves, 2010). A
resolucdo estrutural de um complexo ternario de inibidor Bowman-Birk
complexado simultaneamente com tripsina e quimotripsina foi a primeira
relatada, na forma de uma tese e manuscrito em fase de preparagao para
publicacdo (Esteves, 2010), e podera fornecer dados estruturais importantes
para a compreensdo do mecanismo de inibicio do BTCI, o que permitira
avaliar o potencial desse inibidor em aplicagfes biotecnoldgicas.

Varios estudos recentes mostram o potencial do BTCI em aplicacdes
biotecnolégicas na area da agricultura e da saude humana. O trabalho de
Franco e colaboradores (2003) mostrou a aplicacdo em potencial do BTCI no
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controle de pragas. Larvas do bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis), ao
ingerir alimentos com BTCI, apresentaram reducdo de peso de
aproximadamente 46% e alteragcbes na morfologia do tecido intestinal. Os
insetos adultos, quando alimentados com BTCI, apresentaram taxa de
mortalidade dose-dependente, onde a concentragdo maxima de inibidor
administrada (100 uM) causou 62% de mortalidade (Franco et al., 2003).

Efeitos do BTCI in vivo na homeostase utilizando o sistema renal de rato
perfundido como modelo foram recentemente relatados (Carvalho et al., 2008).
Esse inibidor potencializou o efeito da guanilina, um peptideo que participa da
regulacdo da homeostase de fluidos e eletrélitos, promovendo um aumento no
fluxo urinario e na excrecdo de Na'. Adicionalmente, o BTCI promoveu, na
auséncia de guanilina, o aumento da excrecdo de Na* e da taxa de filtrac&o
glomerular, mostrando que proteases semelhantes a quimiotripsina
desempenham papel fundamental no metabolismo renal de guanilinas e que o
inibidor BTCI apresenta efeitos na homeostase renal (Carvalho et al., 2008).

O tratamento de células de cancer de mama MCF-7, com 200 uM de
BTCI por 72 horas, mostrou que esse inibidor induziu significativa reducao da
viabilidade e proliferacdo celular (bloqueada na fase S e G2/M). Esses efeitos
citostaticos foram acompanhados por modificagbes morfolégicas incluindo
alteracbes na estrutura nuclear, fragmentacdo da membrana plasmatica,
presenca de vesiculas com membrana dupla, inchagco de mitocbndrias e
aumento do tamanho dos lisossomos. Fragmentacdo do DNA, aumento do
namero de células anexina-V+, reducdo do potencial de membrana e
acidificacdo do citoplasma também foram detectados. Esses resultados
indicam o efeito do BTCI na inducdo de morte celular por apoptose associada
com varias alteracdbes morfolégicas e permeabilizacdo da membrana
lisossomal. Todos esses dados confirmam que o BTCI apresenta efeitos
anticarcinogénicos em células de cancer de mama e por essa razao esse
inibidor € um importante alvo de estudos visando a busca de novas drogas e

alternativas terapéuticas contra o cancer (Joanitti et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Evidéncias epidemioldgicas indicam que a dieta rica em produtos de
leguminosas esta associada a baixas incidéncias e mortalidade por cancer,
principalmente cancer de mama, de colon e de prostata (Kennedy, 1993b;
Messina et al., 1994; Messina e Barnes, 1991). Por esse motivo, derivados de
leguminosas, como o0s inibidores de protease da familia Bowman-Birk,
tornaram-se alvo de pesquisas na atuacdo dessas moléculas na viabilidade e
proliferacéo de células carcinogénicas.

Varios estudos mostram que diferentes inibidores de proteases na forma
purificada suprimem a carcinogénese, entre eles o Inibidor Bowman-Birk, BBI
tem sido o mais estudado (Dittmann et al., 2005; Kennedy, 1993b; Kennedy,
1998; Saito et al.,, 2007; Tang et al., 2009; Wan et al., 1988). O mecanismo
molecular no qual esse inibidor esta envolvido, que leva células carcinogénicas
a morte celular, ainda ndo esta elucidado. Entretanto, foi reportado que parte
desse mecanismo poderia estar associada com a acédo inibitéria do BBI na
atividade quimotripsina-like do proteassoma 26S de células de cancer de
mama (MCF-7) in vitro e in vivo (Chen, et al. 2005). Além disso, esse inibidor
atenua a atividade da ERK1/2 (Proteina Ativada por Mitégeno — MAP,
relacionada a sinais extracelulares), por meio da acumulacdo de MKP-1 (MAP -
quinase fosfatase-1), derivada da inibicdo da via ubiquitina-proteassoma, o que
resulta na parada do ciclo celular de células MCF-7 (Chen, et al. 2005).

Estudos recentes desenvolvidos no nosso grupo de Biofisica Molecular
da UnB mostram que o inibidor da familia Bowman-Birk BTCI (Black-eyed pea
Trypsin/Chymotrypsin Inhibitor) apresenta atividade anticarcinogénica, com
diminuicdo da proliferacéo e viabilidade de células de cancer de mama in vitro
(Joanitti et al., 2010). No entanto, nenhum estudo no nivel molecular foi ainda
realizado para compreensao de como esse inibidor atua nas células de cancer.

O BTCI apresenta grande potencial para varias aplicacdes, o que tem
sido indicado pelos estudos desenvolvidos pelo grupo de Biofisica Estrutural da
UnB, ha mais de 40 anos, inicialmente supervisionados pelo Prof. Manuel M.
Ventura e atualmente sob a coordenacdo da Prof2. Sonia Maria de Freitas. O
inibidor BTCI foi primeiramente purificado, a partir de sementes de Vigna
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unguiculata, por Ventura e Xavier-Filho (Ventura e Xavier-Filho, 1966). Desde
entdo, diversos estudos de caracterizacdo bioquimica e biofisica desse inibidor
e da interacdo com proteases-alvo foram realizados. Esses estudos mostraram
que o BTCI é uma molécula estavel que inibe tripsina e quimotripsina,
simultaneamente (Freitas et al.; 1997; Freitas et al., 1999; Martin e Ventura,
1986; Mizuta et al., 1980; Ventura et al., 1975). Em 1987, a sequéncia completa
de aminoacidos do BTCI foi elucidada (Morhy e Ventura, 1987), e a posterior
resolucdo da estrutura cristalografica desse inibidor por difracdo de Raios-X
esta sendo fundamental para melhor compreensdo do seu mecanismo de
inibic&o.

Os primeiros trabalhos de cristalizacdo e resolucdo da estrutura
tridimensional desse inibidor foram realizados em associacdo com a tripsina
(Barbosa et al., 2003; Barbosa et al., 2007) e recentemente, em associacao
com tripsina e quimotripsina, formando um complexo ternario (o Unico
elucidado até o momento) (Esteves et al., 2007; Esteves, 2010). A conduc¢éo do
estudo cientifico desse inibidor, primeiramente com as caracterizacoes fisico-
quimicas bésicas e posteriores analises no nivel atdmico molecular estrutural,
como a cristalografia de raios-X, permitem um amplo conhecimento da
molécula, associando a estrutura molecular e 0 mecanismo de acdo com
aplicacdes biotecnolégicas do inibidor. Estudos de efeitos do BTCI em trés
linhas de aplicacGes biotecnoldgicas ja foram relatados: controle bioldgico,
homeostase em modelos de sistema renal e cancer. O BTCI apresentou efeito
inibitério no crescimento e desenvolvimento de larvas de Anthonomus grandis,
conhecido como “a praga do bicudo do algodoeiro”, o que indica seu potencial
no uso dessas plantas transgénicas (Franco et al., 2003). A guanilina (peptideo
envolvido na regulacdo da homeostase de fluidos e eletrélitos) quando pré-
tratada com o BTCI promoveu um aumento do fluxo urinario e da excrecdo de
Na® em ratos. Além disso, o BTCI provocou aumento, por si s, na taxa de
filtracdo glomerular, indicando que esse inibidor apresenta efeitos na
homeostase celular (Carvalho et al.,, 2008). Joanitti e colaboradores (2010)
mostraram que o BTCI também apresenta efeitos citostaticos e citotoxicos em
células de cancer de mama MCF-7, indicando o potencial desse inibidor no

tratamento desse cancer.
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Diversos inibidores de protease, como o BTCI, tém demonstrado
aplicagcbes na terapia contra o cancer. Entretanto, existem poucos estudos na
literatura que mostraram efeitos moleculares de inibidores Bowman-Birk em
células cancerosas. Apenas o trabalho de Chen e colaboradores (2005)
mostrou resultados relacionados a associacdo desse inibidor com a via
ubiquitina-proteassoma, um dos mecanismos de controle do crescimento de
células carcinogénicas, em células de cancer de mama da linhagem MCF-7.
Considerando que o proteassoma é um complexo proteolitico fundamental para
a homeostase celular, a interagcdo do inibidor BBI com esse complexo pode
alterar a viabilidade e o ciclo celular, caracterizando o efeito anticarcinogénico
dessas moléculas nessas células especificamente. Vale ressaltar que células
cancerosas sd0 mais sensiveis a inibicdo do proteassoma do que células
normais (An et al., 1998; Delic et al., 1998; Ma et al., 2003; Soligo et al., 2001).

Este trabalho ora apresentado foi motivado pela importancia dos
inibidores de proteases no controle da proliferacdo e viabilidade de células
cancerigenas, e, principalmente pelo fato da atividade do proteassoma estar
estritamente relacionada com a atividade dessas células e por essa estrutura
macromolecular apresentar atividade protedsica do tipo quimotripsina e
tripsina-like. A atividade inibitéria do BTCI contra o complexo macromolecular
proteassoma € aqui investigada, considerando as similaridades estruturais de
inibidores da familia Bowman-Birk e o resultado prévio da atividade inibitéria do
proteassoma pelo BBI.

A investigacédo dos efeitos do BTCI no proteassoma € uma das principais
metas que norteiam esse trabalho. A compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos no efeito do BTCI na atividade anticarcinogénica, em
particular na acédo desse inibidor na atividade proteolitica do proteassoma, €
fundamental para que o BTCI seja utilizado em aplicagdes terapéuticas contra

0 cancer.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudo da interacdo entre o BTCl e o proteassoma e analise das

caracteristicas fisico-quimicas e moleculares dessa associagao.

3.2 Objetivos especificos

Vi)

vii)

Analisar a atividade proteolitica do proteassoma 20S na presenca
do BTCI.

Calcular as constantes de afinidade da associagdo BTCI -
proteassoma 20S.

Analisar ensaios de atividade do proteassoma 20S na presenca
de peptideos derivados do BTCI.

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e hidrodindmicas do
complexo BTCI — proteassoma 20S por espalhamento dindmico
de luz.

Avaliar a estabilidade do proteassoma 20S por dicroismo circular.

Analisar, in vitro, onde ocorre a associacdo do BTCI com o
proteassoma.

Analisar, in vitro, os efeitos do BTCI e de peptideos derivados

desse inibidor na ubiquitinacédo de proteinas celulares.
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4. EQUIPAMENTOS

Tabela 1. Equipamentos utilizados neste trabalho e os respectivos fabricantes.

Equipamentos

Fabricante

Balanca Analitica Modelo AX-200
Céamara de Neubauer

Centrifuga Centra MP4

Centrifuga Micromax

Coluna cromatogréfica (3,5 x 23 cm)
Espetrofotdbmetro Modelo V-530
Espectrofotdmetro Espectra Max M2
Estufa

Fluxo Laminar

Agitador Modelo 314-820

Liquidificador

Microscopio Confocal de Fluorescéncia
TCS SP5

Microscopio 6ptico invertido Eclipse TS-
100

pHgametro DM-22
Espectropolarimetro Jasco 816
DynaPro DLS System Modelo LSR
Fonte de Eletroforese Modelo 1000/500
iBlot Gel Transfer System
Fotodocumentador

Ultracentrifuga Himac CP 70
Ultracentrifuga Himac CR 21

Shimadzu, JAP

C. A. Hausser & Son, EUA
IEC, EUA

IEC, EUA

BioRad, EUA

JASCO, JAP

Molecular Devices, EUA
Cellsttar, EUA

Labconco, EUA

Lab-Line Instruments, IND
Metalurgia SIEMSEN, BRA

Leica Microsystems, ALE

Nikon, JAP

Digimed, BRA

JASCO, JAP

Wyatt Technology, EUA
BioRad, EUA
Invitrogem, EUA
BioRad, EUA

Hitachi, JAP

Hitachi, JAP
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5. MATERIAIS

51 Solucdes para cultivo de células

5.1.1 Solucéo de antibioticos

Solucéo estoque: estreptomicina, 30 pug/mL e ampicilina, 100 pg/mL.

Solucdo de uso: Utilizou-se 100 pL de antibidticos da solucdo estoque para
cada 100 mL de meio de -cultura, resultando nas concentracoes de
estreptomicina a 30 ng/mL e ampicilina a 100 ng/mL.

A solucao foi esterilizada for filtracdo usando o filtro Millipore 0,22 pum,

distribuida assepticamente em aliquotas e armazenada a -20°C.

5.1.2 Meio DMEM

Meio DMEM (Gibco BRL) 13,4g; Piruvato de Sédio 0,11g; Bicarbonato de Sédio
3,79; Agua MilliQ para completar a solucéo para 1 L.

O pH do meio foi ajustado para 7,2 com HCI concentrado e esse meio foi
esterilizado por filtracdo utilizando um filtro Millipore 0,22 pm. Apés a
esterilizacéo, foram adicionados soro fetal bovino (Gibco BRL) e a solucdo de
antibioticos ao meio de cultura. Em seguida o meio foi distribuido em garrafas

previamente esterilizadas e armazenado em 4°C.

5.1.3 Verseno - EDTA

Verseno — EDTA (pH 7,0) 2 mM; PBS 1X.

A esterilizacéo foi realizada em autoclave a 120°C por 20 min.
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5.1.4 Tripsina

Solucéo estoque: tripsina 5%; PBS 1X.

O pH da solucéo foi ajustado para 7,8 — 8,0. A solucdo foi deixada a 4°C
durante uma noite para decantacdo. No dia seguinte, recolheu-se o liquido
(sem o precipitado) e o pH foi novamente conferido e ajustado, se necessario,
para pH entre 7,4 e 7,6. A solucéo foi esterilizada utilizando-se o filtro Millipore

0,22 um, aliquotada e armazenada a - 20°C.

5.1.5 Verseno —tripsina

Tripsina 0,1% em solucéo de Verseno — EDTA.

A solucéo Verseno-tripsina foi preparada com 0,4 mL de tripsina 5% (5.1.4) em

20 mL de Verseno — EDTA (5.1.3), para que a concentracao final de tripsina

ficasse em 0,1%.

5.2 Solucdes para o ensaio de atividade

5.2.1 Tampao de ensaio para proteassoma (Proteasome Assay Buffer)

Tri-HCI 20 mM pH 7,5; EDTA 1 mM; NaN3 1 mM; DTT 1 mM.

5.2.2 Solucdo de parada do proteassoma (Proteasome Assay Stop

Solution)

Acido acético 4 mM; Acetato de sddio 29 mM.

5.3 Tampodes utilizados para os ensaios de Dicroismo Circular e

Espalhamento Dindmico de Luz

KCI pH 2,0; Glicina HCI pH 3,0; Acetato de sédio, pH 4,0 - 6,0; Tris-HCI, pH 7,0

- 9,0; Glicina NaOH, pH 10 - 12. Para os ensaios de dicroismo circular, os
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tampOes foram usados na concentracdo de 2 mM, e para 0 ensaio de
espalhamento dindmico de luz, os tampdes foram utilizados na concentracéo
de 20 mM.

54 Solucdes para Western Blotting

5.4.1 Tampao PBS (1X)

NaCl 137 mM; Na;HPO, 7 mM; KCI 2,5 mM; KH,PO,4 1,5 mM

5.4.2 Solucéo fixadora

Metanol 10%, Acido Acético 7%.

5.4.3 Solucédo APB (Alcaline Phosphatase Buffer)

NaCl 100 mM; Tris HCI 100 mM pH 9,5; MgCl, 5 mM.

5.4.4 Solucéo reveladora de fosfatase alcalina

BCIP (Invitrogen) 10%, NBT (Invitrogen) 10% em agua Milli-Q.

55 Solucdes para eletroforese em géis de poliacrilamida

5.5.1 Tampéao de amostra SDS-PAGE (1X)

Tris HCI (pH 6,8) 0,08 M; Sacarose 12%; SDS 2%; B-mercaptoetanol 2%; Azul

de Bromofeno 0,05%. O tampéao foi armazenado em tubos de 15 mL a -20°C.

5.5.2 Tampao de corrida SDS-PAGE (1X)

Trizma Base 0,0375 M; Glicina 0,3 M; SDS 0,1 %. O pH do tampé&o foi ajustado

para pH 8,3 e armazenado a -4°C.
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5.5.3 Gel separador SDS-PAGE

Tris HCI (pH 8,8) 0,375 M; SDS 1%; Acrilamida/bisacrilamida (39:1 p/p) 13% ou
8%; APS (Persulfato de Amdnia) 0,045%; TEMED 0,075%.

5.5.4 Gel concentrador SDS-PAGE

Tris HCI (pH 6,8) 0,125 M; SDS 1%; Acrilamida/bisacrilamida (39:1 p/p) 4%
APS (Persulfato de Aménia) 0,072%; TEMED 0,12%.
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6.1

6.1.1

6. METODOLOGIA

Purificacdo de BTCI

Extrato bruto

O BTCI foi purificado a partir do extrato bruto de sementes de feijao-de-

corda (Vigna unguiculata - variedade Serid0). Essas sementes foram obtidas

de um banco de sementes mantido pelo Departamento de Bioquimica da

Universidade de Fortaleza. O extrato bruto das sementes de V. unguiculata foi

obtido conforme metodologia descrita por Ventura e Xavier-Filho (1966). As

sementes foram coletadas, secas e depois trituradas. As etapas para obtencédo

do extrato bruto s&o descritas a seguir:

1)

2)

3)

4)

5)

500g de sementes de V. unguiculata trituradas foram dissolvidas em 2
litros de 4gua destilada na presenca de inibidor de protease sintético em
baixas concentracdes (PMSF 200 mM) e a suspensao foi mantida sob
agitacao constante a 4°C por 12 horas.

Essa suspenséao foi homogeneizada em liquidificador, filtrada em fralda
de tecido de algodao e centrifugada a 8.000 g por 30 minutos a 4°C.

O sobrenadante foi submetido a precipitacao gradativa com TCA (acido
tricloroacético) 2,5% e mantido a 4°C sob agitacéo por 1 hora.

A suspensdo foi filtrada e submetida a precipitacdo com sulfato de
amonio, na forma sélida, a 50%. Essa mistura foi mantida a agitacao
constante por 1 hora e depois foi centrifugada a 8.000 g por 40 minutos
a4°C.

O precipitado foi ressuspendido em agua destilada, dialisado por 12
horas e liofilizado, correspondendo ao extrato bruto. Este foi entdo

armazenado a -20°C até o uso.
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6.1.2 Purificacdo do BTCI

O BTCI foi purificado do extrato bruto conforme metodologia descrita por
Ventura et al. (1966). A purificacdo foi realizada por cromatografia de troca
iGnica em coluna de DEAE-Celulose (3,5 x 23 cm), conforme descrito a seguir.

1) Ativacao da resina: passou-se na coluna 100 ml de HCI 0,2 M; 500 mL
de H,O destilada; 100 mL de NaOH 0,2 M; 500 mL de H,O destilada para
retirar o excesso de solucédo; 15 mL de tampéo fosfato 100 mM (10X), pH 7,3;
300 mL de tampao fosfato 10 mM (1X), pH 7,3.

2) Purificacdo do BTCI: dissolveu-se 300 mg de extrato bruto em 15 mL
de tampéo fosfato 10 mM pH 7,3, centrifugou-se a amostra por 10 minutos a
10.000 g. A amostra foi entdo aplicada na coluna, lavada com 100 mL do
mesmo tampao e submetida a um gradiente linear de 0 a 800 mM de NaCl, em
um fluxo de 3,0 mL/min.

3) Leitura da absorbancia: amostras de 3 mL por tubo foram coletadas e
a absorbancia lida em 280 nm. As fracGes correspondentes ao pico de eluicdo
de BTCI foram dialisadas com agua destilada por 12 horas, congeladas em
banho de alcool a — 80°C e liofilizadas. As amostras foram analisadas em gel

de poliacrilamida (13%) desnaturante.

6.2 Obtencéo de anticorpos anti-BTCI

6.2.1 Imunizacdo dos camundongos

Soro pré-imune: Oito camundongos machos da linhagem Swiss foram
utilizados para imunizagdo. Com uma pipeta de vidro Pasteur, foi retirado
aproximadamente 1 mL de sangue do canto do olho de seis camundongos. O
soro pré-imune foi obtido da amostra de sangue coagulada, apés ser
armazenado a 4°C durante a noite. O soro foi entdo separado do coagulo e
centrifugado a 10.000 g por 7 minutos e depois armazenado com glicerol na
proporgao 1:1 a -20°C.

Imunizacdo: O BTCI purificado na concentracdo 0,1 pg/pL foi diluido em

PBS 1X e complementado com adjuvante completo (Freund’s Adjuvant) para
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aumentar a resposta imunologica. Cinquenta pL de solu¢cdo de BTCI em PBS
1X foram misturados com 50 pL de adjuvante completo em vortex e aplicados
em cada camundongo, subcutaneamente na coxa esquerda, totalizando oito
camundongos. Apo6s 15 dias, a imunizacao foi repetida com a solucédo de BTCI
na concentracdo 0,1 pg/uL em PBS 1X, adicionada de adjuvante incompleto
(sem células mortas de Mycobacterium tuberculosis), na propor¢éo 1:1. Os oito
animais foram novamente imunizados, na coxa direita. A terceira imunizacao,
15 dias apds a segunda, foi realizada com solucdo de BTCI em menor
concentracéo (0,085 pg/pL), na auséncia de adjuvantes.

Quinze dias apés a ultima imunizacao, o sangue foi coletado da regido
cardiaca de cada camundongo. Esse sangue foi armazenado a 4°C por 12
horas para retracdo do coagulo. O soro foi entdo coletado e centrifugado a
10.000 g por 7 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado com
glicerol na propor¢do 1:1 (soro:glicerol) a -20°C, correspondendo ao soro

imunizado.

6.2.2 Purificagdo dos anticorpos anti-BTCI

Em média, 40 pg de BTCI purificado foram aplicados em dez pocos de
um gel de poliacrilamida 13% desnaturante, a fim de se obter uma
concentracdo alta de proteina, totalizando 400 ug de proteina total. O gel foi
transferido a seco para um a membrana de nitrocelulose, utilizando o
equipamento iBlot Gel Transfer System, seguindo as instru¢des do fabricante.
A membrana foi entdo bloqueada por 2 horas com PBS - leite desnatado 5%, a
temperatura ambiente. O excesso de leite desnatado foi removido da
membrana com 5 lavagens de PBS 1X. Depois, a membrana foi incubada com
todo o soro obtido da imunizagdo dos camundongos com BTCI, por 2 horas, a
temperatura ambiente. O excesso de soro foi removido da membrana e
armazenado a — 20°C e a membrana foi lavada 5 vezes com PBS 1X. Os
anticorpos anti-BTCI ligaram na proteina purificada na membrana e foram
eluidos com 5 mL de tampéao Glicina-HCI 0,2mM pH 2,8. A solucéo foi coletada
e o0 pH foi ajustado com NaOH para 7,0. Essa solugéo foi entdo concentrada
por Microcon®, da Millipore (filtro de centrifugagéao), com filtro de 30.000 Da e

centrifugagcbes de até 14.000 g, conforme recomendacdes do fabricante. O
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material eluido, correspondente aos anticorpos purificados, foi aliquotado e
armazenado a 4°C.

6.2.3 Confirmacao da funcionalidade do anticorpo

Um ensaio Western Blotting foi realizado para avaliar a especificidade
do anticorpo anti-BTCIl. Amostras de 10 pg de BTCI purificado (controle
positivo), do soro pré-imune (controle negativo 1) e de extrato total de proteinas
de figado de camundongo (controle negativo 2), foram colocadas em gel de
poliacrilamida 13% desnaturante. O gel foi transferido para uma membrana de
nitrocelulose utilizando o equipamento iBlot Gel Transfer System. A membrana
foi fixada com solucdo fixadora (5.4.2) por 10 minutos, lavada com PBS e
incubada com solugcdo de bloqueio (PBS — leite desnatado 5%) por 2 horas a
temperatura ambiente. A membrana foi posteriormente lavada 5 vezes com
PBS 1X e incubada com o anticorpo anti-BTCIl na concentracdo 1:100 a
temperatura ambiente por 2 horas. O excesso de anticorpo e de solu¢do nao-
ligada foi retirado com 5 lavagens de PBS 1X. O anticorpo secundario anti-
camundongo marcado com fosfatase alcalina (ZYMED) foi incubado por 2
horas na temperatura ambiente na proporcdo de 1:1000. A membrana foi
novamente lavada com PBS 1X por 5 vezes e a solucdo de revelacéo (5.4.4)
foi colocada na membrana por 30 minutos para revelacdo da ligacdo do
anticorpo ao BTCI purificado.

Para controle negativo, foi realizado um ensaio de Western Blotting
(seguindo o mesmo procedimento descrito acima). Dez ug de BTCI purificado
foram colocados em um gel de poliacrilamida 13% desnaturante e transferidos
para uma membrana de nitrocelulose. Essa membrana foi entdo fixada,
blogueada e incubada com o soro pré-imune (na auséncia de anticorpos anti-
BTCI) e revelada com anticorpo conjugado com fosfatase alcalina e seu

substrato.
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6.3 Culturade células

Nesse estudo foram utilizadas células de cancer de mama da linhagem
MCF-7, as quais foram obtidas do banco de células American Type Culture
Collection (ATCC).

Aliquotas de células de céancer foram removidas de um estoque em
nitrogénio liquido e descongeladas rapidamente a 37°C. Um mL de célula foi
adicionado em 5 mL de meio de cultura DMEM (5.1.2) suplementado com 10%
de soro fetal bovino e antibidticos (5.1.1). Em seguida, as células foram
incubadas em estufa a 37°C e 5% de COo.

A cada 72 horas o meio de cultura foi trocado e as células foram sendo
monitoradas em microscopio Optico invertido. Em seguida as células foram
removidas com 1 mL de solucdo Verseno — Tripsina (5.1.5). Depois,
acrescentou-se a mesma medida de meio de cultura para inativar a atividade
da tripsina e as células foram centrifugadas a 1000 g por 5 minutos e
ressuspendidas em novo meio de cultura. As células foram entdo armazenadas

em frasco maior de cultivo e colocadas novamente para crescer na estufa.

6.4 Obtencéo do proteassoma 20S e peptideos derivados do BTCI

O proteassoma 20S utilizado nesse trabalho foi gentilmente cedido pela
Dr2. Marilene Demasi do Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto
Butantan, Sdo Paulo - SP. O proteassoma 20S foi purificado de eritrocitos de
cavalo por cromatografias em coluna de DEAE — Sepharose, Sephacryl TM S-
400 (Amersham Biosciences) e uma coluna MonoQ em sistema HPLC, como
previamente descrito por Demasi et al., 2003. A amostra foi enviada em tampao
Tris-HCI pH 7,5 e 20% de glicerol, na concentragéo de 1 mg/mL.

Dois peptideos ciclicos foram desenhados utilizando-se como molde a
molécula de BTCIl. Os peptideos foram denominados Pepl e Pep2,
apresentando atividade inibitoria independente contra a quimotripsina e a

tripsina, respectivamente (Joanitti, 2008).
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Esses peptideos foram sintetizados, purificados e liofilizados pela
empresa GenScript (EUA) e ficaram armazenados a —20°C até o momento do

uso.

6.5 Atividade inibitoria do BTCI e peptideos no proteassoma

6.5.1 Ensaio de atividade

Nesse ensaio, a atividade enzimatica do proteassoma 20S foi medida
nas trés formas proteoliticas: quimotripsina-like, tripsina-like e peptidil-glutamil
hidrolase, na presenca do BTCI e de peptideos derivados, em uma placa de 96
POGOS.

Para o controle negativo, foram utilizados somente os substratos do
proteassoma (62,5 pg/ml): Boc-leu-arg-arg para tripsina, Z-leu-leu-glu-pna para
peptidil-glutamil hidrolase e Suc-leu-leu-val-tyr para quimotripsina em tampao
de ensaio para proteassoma (5.2.1). O ensaio correspondente a amostra
“controle positivo” foi realizado com 2 pg/mL de proteassoma e os respectivos
substratos. Os testes de inibicdo do proteassoma foram realizados com o BTCI
nas concentracdes de 2 - 30 uM, do Pepl e Pep2 nas concentracdes de 50 -
1200 pg/mL para cada um e também foi realizado um ensaio com ambos o0s
peptideos nas concentracées de 50 — 1200 pg/mL de peptideos, onde os
mesmos foram colocados na proporcdo 1:1. Ao ensaio foram adicionados 2
pug/mL de proteassoma e 0s respectivos substratos, sendo que o proteassoma
foi colocado em um poco sem inibidores para avaliacdo de sua atividade
proteolitica. Para controle da atividade inibitéria do proteassoma, foram
realizados ensaios com 10 uM de MG 132, um inibidor sintético reversivel e
especifico para essa molécula.

A reacdo ocorreu por 60 minutos a temperatura ambiente e foi
interrompida com a solucéo de parada do ensaio de atividade do proteassoma
(5.2.2). As amostras foram lidas em um espectrofluorimetro, no comprimento
de onda de excitagcdo de 380 nm e comprimento de onda de emisséo de 480

nm para 0s substratos fluorogénicos de quimotripsina e tripsina. Para o
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substrato peptidil-glutamil hidrolase, a emissédo foi medida em 410 nm apos

excitagdo em 335 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata.
6.5.2 Calculo da constante de inibicao

As constantes de inibicdo do BTCI contra as enzimas citadas foram
calculadas a partir das curvas de atividade ajustadas utilizando o programa
GRAFIT (Versédo 3.0.1.0). Esse programa calcula a constante de inibicdo (Kj)

utilizando a equacgao de Morrison (1969):
VilVo =1 —{Ec+ It + Ki— [(E¢ + I + Ki)* — 4 EdJ}?/ 2E, (1)

Onde V; e V, sdo as velocidades na presenca e na auséncia do inibidor,
respectivamente; E; corresponde a concentracdo total de enzima e |

corresponde a concentracao total do Inibidor.

6.6 Espalhamento Dinamico de Luz — EDL

O estudo utilizando o EDL foi realizado para avaliar a interacao entre o
proteassoma 20S e o BCTI, as caracteristicas fisico-quimicas dessas
moléculas, além da estabilidade do complexo formado por elas. O experimento
foi realizado no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), com o
equipamento DynaPro modelo LSR, um detector de espalhamento de luz. A
analise dos dados foi realizada utilizando o software Dynamics V6. A forma
molecular da proteina utilizada foi a globular, em comprimento de onda de 800
nm.

As amostras de BTCI e proteassoma foram diluidas em tampao Tri-HCI
20 mM pH 7,5 (5.3); esterilizadas em filtro Millipore 0,22 um e adicionadas a
cubeta de 120 pL previamente lavada com detergente Hermax® e metanol e
secada com ar comprimido. Os experimentos foram realizados com variagdes
de temperatura (25 a 60°C), de NaCl (0 — 50 mM) e de pH (2 a 12). Os dados
foram analisados a partir da relagdo entre o diametro hidrodindmico e a

intensidade de espalhamento da luz.
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No EDL, o raio hidrodinamico (Ry) de uma particula é calculado a partir
do coeficiente de difusdo (D) por meio da equacéo de Stokes-Einstein, onde k é
a constante de Boltzmann, T é a temperatura e f (= 6TTNRy) é 0 coeficiente

friccional para uma esfera compacta em meio viscoso.
D=KT/f (2

O sinal da intensidade da luz espalhada é dado pela intensidade I, em
funcdo do tempo t, através da seguinte equacdo, onde r € o decaimento do

tempo:

G(r) = T lOI({t+7)dt @)

Os dados obtidos pela curva de auto-correlacdo da intensidade de
espalhamento de luz foram ajustados para “baseline” = 1,0 (x 0,005) e SOS =
1000. O baseline 1,0 indica que a difusdo das moléculas é detectada e
autocorrelacionada com a sua posic¢ao inicial.

Para cada experimento foi feita uma média de 100 aquisicbes e a
temperatura interna da amostra foi controlada por um sistema Peltier acoplado
ao detector. As concentracdes ideais de uso no EDL foram calculadas pelo
programa “Optimization Calculator” do software. A concentracdo de
proteassoma utilizada foi de 21,4 nM e a concentragdo minima de BTCI
detectada pelo aparelho foi de 15 pM, devido ao seu tamanho reduzido.
Concentragcdes menores de BTCI ndo eram identificadas pelo aparelho,
portanto, o desaparecimento do pico do inibidor na presenca do proteassoma
20S indica que parte dele esta associada ao proteassoma, enquanto que o
aparecimento do pico correspondente ao BTCI indica que praticamente todo o
inibidor encontra-se na forma dissociada. Foram feitos ensaios com o inibidor

variando a concentragéo de 15 uM a 90 pM.

47



6.7 Analise da estabilidade estrutural do proteassoma por Dicroismo
Circular (DC)

6.7.1 Analise da estrutura secundaria

A andlise estrutural do proteassoma em diferentes condi¢bes foi
realizada no espectropolarimetro Jasco 816, com entrada para nitrogénio
gasoso e acoplado a um sistema Peltier para controle da temperatura. O
nitrogénio gasoso chega ao equipamento com uma temperatura de 25°C, apos
passar por uma serpentina em banho de agua destilada. O nitrogénio substitui
0 oxigénio do interior do aparelho para evitar danos no sistema Optico devido a
formacdo de ozbnio, a qual ocorre quando h& oxigénio na presenca de
comprimentos de onda entre 190 — 260 nm.

As amostras foram lidas em comprimento de onda longe do UV (190 a
260 nm) e o comprimento de onda com maior sinal dicroico foi fixado para a
analise de desnaturacédo térmica. Os dados foram coletados em triplicata, onde
o valor final era uma média aritmética dos valores obtidos. O sinal dicréico foi
medido a uma velocidade de 100 nm/min e processado pelo programa Spectra
Manager (JASCO).

As concentracdes de proteassoma utilizadas nos ensaios variaram entre
0,04 e 0,06 mg/mL, com pHs entre 2 e 12 (tamp0des 5.3), em cubeta de quartzo
de 1 mm. Os dados registrados em miligraus foram convertidos para

elipticidade residual molar usando a seguinte equacao:

[0]m = 112*0/10*C*{ (4)

Onde, 0 é o sinal dicroico em milligraus, C € a concentragdo da amostra
em miligramas por mililitro e £ € a espessura da cubeta utilizada, em
centimetros. Os dados foram corrigidos com a linha de base para que a
contribuicdo do tampéo fosse removida.

As porcentagens de estrutura secundaria do proteassoma foram
calculadas utilizando o software CDNN  Spectra  Deconvolution

(http://bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn/; Institut fier Biotechnologie,

Alemanha), com a opc¢éo de tipo de sinal dicroico de elipticidade molar. Os
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valores selecionados foram 0s que apresentaram somatorio das porcentagens

mais proximo de 100%.

6.7.2 Desnaturacao térmica

Ensaios de desnaturacdo térmica do proteassoma foram realizados em
comprimentos de onda fixados para cada pH, conforme os espectros obtidos
na regidao UV distante. Esses espectros foram acumulados quatro vezes e o
espectro registrado foi a média aritmética desses valores.

Nesses ensaios as curvas de desnaturacao térmica foram obtidas nos
pHs 2 — 12 (tampbes 5.3), elevando-se a temperatura de 25°C a 95°C.
Espectros foram registrados na faixa de 190 - 260 nm a cada aumento de 10°C
na temperatura.

A voltagem registrada pelo equipamento foi monitorada para nao
exceder 700 V, pois essa voltagem pode causar danos as lentes do
equipamento. Os dados obtidos foram convertidos de miligraus para

elipticidade molar, utilizando a equagéao (4).

6.8 Ensaios de citolocalizacdo por imunofluorescéncia

Para testes de citolocalizagdo, células de cancer de mama da linhagem
MCF-7 foram incubadas em uma placa de 24 pocos contendo pequenas
laminulas ao fundo, para adesao dessas células. Seis pocos foram utilizados:
um sem o BTCI, os outros cinco com BTCI (200uM) incubado com as células
por 2, 6, 12, 24 e 36 horas. Em seguida, o meio de cultura foi retirado e as
células foram lavadas 3 vezes com PBS e fixadas com paraformaldeido 3,7%
por 1 hora a temperatura ambiente e novamente lavadas com PBS.

As células foram permeabilizadas com Triton-X 0,2% em PBS por 10
minutos para permitir a entrada dos anticorpos. As células foram lavadas com
PBS e incubadas com o anticorpo primario: camundongo anti-BTCI, na
proporcao 1:100, e coelho anti-proteassoma (Affiniti - Biomol), na proporcéo
1:1000 em PBS e leite desnatado 1% a temperatura ambiente por 2 horas, e

lavadas em seguida com PBS. O primeiro anticorpo secundario, cabra anti-
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coelho conjugado com Alexa Fluor 633 (Invitrogen), em PBS e leite desnhatado
1%, foi incubado por 2 horas. As células foram entdo lavadas 5 vezes com
PBS. O segundo anticorpo secundario foi colocado: coelho anti-camundongo
conjugado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen), em PBS e leite desnatado 1%, por
2 horas. Ambos os anticorpos secundérios foram incubados no escuro, a
temperatura ambiente, na propor¢cao 1:300. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS e agua MilliQ.

As laminulas foram retiradas cuidadosamente dos pocos e colocadas
sobre laminas tratadas com uma gota de Prolong (Invitrogen), um fixador que
contém corante de DNA (DAPI). Esse componente preserva a fluorescéncia do
anticorpo secundario. As laminas foram armazenadas a 4°C, cobertas por
papel aluminio e visualizadas dois dias depois em um microscépio Confocal de
Imunofluorescéncia.

As intensidades dos lasers do Microscépio Confocal de Fluorescéncia
foram padronizadas para cada comprimento de onda. Assim, a variacdo de
intensidade em cada lamina p6de ser comparada experimentalmente. As
imagens foram analisadas pelo programa ImageJ (processador de imagens
baseado no Java, de dominio publico), o qual calcula a média de intensidade
de fluorescéncia de cada figura, permitindo a quantificacdo da intensidade de

fluorescéncia de cada proteina marcada.

6.9 Efeito do BTCI e peptideos na ubiquitinacédo de proteinas celulares

Células MCF-7 foram crescidas, conforme descrito anteriormente (item
6.3) e colocadas em placas estéreis de 12 pocos. As células foram tratadas
com BTCI (200 pM), com Pepl (400 uM), com Pep2 (400 pM) e com MG132
(10 uM) por 2 e 4 horas. Um grupo de células nao foi tratado, correspondendo
ao grupo controle. O ensaio foi realizado em duplicata.

Apoés o tratamento, foram adicionados 100 puL de tamp&do de amostra
SDS-PAGE nas células para que as mesmas fossem lisadas e o extrato
protéico total fosse preservado. O material foi submetido a sonicacdo para

guebra de DNA, por 30 segundos, 3 vezes, com intervalos de repouso em gelo.
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Depois, as amostras foram incubadas em agua fervente (100°C) por 5 minutos,
para desnaturacao protéica.

As amostras foram aplicadas em gel de acrilamida 8% e o gel foi
submetido a amperagem constante de 25 mA em temperatura ambiente.
Geralmente, essa amperagem corresponde a uma voltagem inicial de 80 Volts
e final de 200 Volts.

Apés a corrida, o gel foi retirado da placa e colocado em um
equipamento de transferéncia para membrana de Nitrocelulose, iBlot Gel
Transfer System, Invitrogen. O procedimento foi realizado conforme o manual
do equipamento. A transferéncia ocorreu em 6 minutos.

A membrana foi entdo colocada em solucédo fixadora (5.4.2) por 20
minutos, sob agitacdo branda a temperatura ambiente. A solucdo foi
descartada e a membrana lavada com PBS 1X. A membrana foi ent&o
incubada com leite desnatado 5% em PBS 1X por 2 horas sob agitacdo a
temperatura ambiente. Em seguida essa membrana foi lavada com PBS e o
anticorpo primario anti-ubiquitina em coelho (Sigma) foi adicionado na
proporcao 1:100 em PBS e leite desnatado 1%, a temperatura ambiente por 2
horas, sob agitacdo. A membrana foi lavada com PBS por 1 hora, com trocas
da solucédo do tampéo a cada 10 minutos. O anticorpo secundario anti-coelho
conjugado com fosfatase alcalina (ZYMED) na proporcdo 1:1.000, em PBS -
leite 1% foi adicionado e a membrana incubada por 2 horas, sob agitacao, a
temperatura ambiente.

A membrana foi novamente lavada por 1 hora com PBS para retirar todo
0 excesso de anticorpo secundario. A solucdo APB (5.4.3) foi adicionada a
membrana por 1 minuto, e, em seguida, a solucdo reveladora de fosfatase
alcalina (5.4.4) foi incubada por 20 minutos para visualizagdo dos resultados. A
membrana foi fotografada em fotodocumentador com luz branca, coberta com
papel filtro e revestida em papel aluminio para armazenamento a 4°C.

Para controle da quantidade de proteina colocada em cada amostra do
gel, a membrana foi marcada com anticorpo contra uma proteina do
citoesqueleto, constitutivamente expressa, a B-tubulina. O anticorpo coelho
anti-Btubulina (Sigma) foi incubado a temperatura ambiente por 2 horas na
proporcao 1:1.000 em PBS e leite desnatado 1%. O excesso de anticorpo foi

retirado por meio de 5 lavagens com PBS 1X e a membrana foi novamente
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incubada com anticorpo secundario anti-coelho conjugado com fosfatase
alcalina (ZYMED) na proporgéo 1:1.000, em PBS - leite 1%, por 2 horas, sob
agitacdo, a temperatura ambiente. A membrana foi entdo novamente
fotografada e armazenada em papel filtro a 4°C.

A quantificacédo relativa da intensidade de ubiquitinagdo em cada pogo
foi realizada com o programa ImageJ, o qual quantifica 0 nimero médio de
pixels em cada regiao delimitada. A quatificagdo absoluta da intensidade de
ubiquitinacdo foi marcada com uma area determinada correspondente a cada
poco. Essa quantificacdo foi entdo divida pela intensidade da banda da (-
tubulina em cada poco, para a andlise relativa. O controle negativo (sem

inibidores) foi padronizado com intensidade de 100%.

6.10 Sobreposicéo estrutural do BTCI e da ubiquitina

A sobreposicdo de estruturas terciarias do BTCIl e da ubiquitina foi
realizada utilizando o programa Top Match, um servico de alinhamento e
sobreposicao de estruturas de proteinas, disponivel gratuitamente na internet

pelo site: http://topmatch.services.came.sbg.ac.at/.

O alinhamento foi realizado com o cédigo do PDB (“Protein Data Bank”,
Banco de Dados de Proteinas) da ubiquitina, 1UBQ, depositado por Vijay-
Kumar et al., 1987; e o codigo do BTCI, 2G81, depositado por Barbosa et al.,
2007. O cédigo do PBD 2G81 corresponde ao complexo binario BTCI e a
enzima tripsina. Portanto, para fazer a sobreposicéo estrutural somente com o
inibidor, a contribuicdo dos &tomos da tripsina foi removida do arquivo PDB em
guestdo. O programa mostra a sobreposicado das estruturas terciarias e faz o
calculo da porcentagem de similaridade estrutural e do root-mean-square error

(RMSE), mostrando regides de alta similaridade na imagem obtida.

52


http://topmatch.services.came.sbg.ac.at/

7. RESULTADOS

7.1 Purificacdo e andlise da pureza do BTCI

O BTCI foi purificado do extrato bruto de sementes de Vigna unguiculata,
com rendimento de 18 a 36 mg de proteina para cada 500 g de semente. A
figura 9 mostra o cromatograma obtido do processo de cromatografia de troca
ibnica do inibidor. O espectro representa as fragdes coletadas entre o gradiente
de 0,2 a 0,6 M de NaCl, com trés picos bem definidos, sendo o BTCI
encontrado puro a partir da descida do terceiro pico (nas fracdes 43 a 54).
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Figura 9. Purificacdo do BTCI por cromatografia de troca idnica (DEAE-celulose) a partir do
extrato bruto obtido de sementes de Vigna unguiculata. A eluicdo do inibidor ocorreu entre as

fracbes 43 a 54 em gradiente linear de NaCl.

As amostras contendo o BTCI foram agrupadas, dialisadas, liofilizadas.
A pureza do BTCI foi analisada em gel de poliacrilamida 13%, como mostrado

na figura 10. O material obtido da cromatografia ndo apresentou contaminante
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e a massa molecular do inibidor observada no gel foi proxima a massa real do
BTCI, 9.1 kDa.

66.2 kDa

45.0 kDa

35.0 kDa

25.0 kDa

18.4 kDa

14.4 kDa

" m-

Figura 10. Analise da pureza do BTCI em gel de poliacrilamida 13 %. O pog¢o 1 mostra o
marcador de massa molecular e o poc¢o 2, o BTCI purificado. Marcador molecular: 14.4 kDa
(Lisozima), 18.4 kDa (B-lactoglobulina), 25.0 kDa (REase Bsp98l), 35.0 kDa (Lactato
dehidrogenase), 45.0 kDa (Ovalbumina), 66.2 kDa (Albumina de Soro Bovino).

7.2 Obtencéo de anticorpos anti-BTCI

No total, foram obtidos 7 mL de soro imune de oito camundongos da
linhagem Swiss, com anticorpos policlonais. Os anticorpos do soro imune foram
purificados por meio da ligagdo dos mesmos em uma membrana de
nitrocelulose com 400 pg de BTCI purificado transferidos de um gel de
poliacrilamida. Os anticorpos foram eluidos com tampéao 0,2 M de glicina-HCI
pH 2,8 e o pH da solucéo foi neutralizado. Para testar a funcionalidade desse
anticorpo policlonal, foi realizado um ensaio de Western Blotting, onde foram

aplicados nos pogos do gel de poliacrilamida 13%, o marcador de massa
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molecular, 10 pg de BTCI purificado, soro pré-imune e extrato total de proteinas
de figado de camundongo, como controles negativos (figura 11 A). A marcagao
da fosfatase alcalina somente na regido do BTCI indica que o anticorpo
policlonal obtido € especifico. O controle negativo, correspondente ao ensaio
com o BTCI purificado transferido para uma membrana de nitrocelulose e a
incubacdo com soro pré-imune, estd apresentado na figura 11 B. Esse
resultado mostrou que ndo houve reacdo da fosfatase alcalina, o que indica
que nao havia anticorpos anti-BTCI no soro pré-imune, e ndo estava ocorrendo

reacdo inespecifica com outra proteina do soro.

AR T3 B

9 kDa

Figura 11. Atividade dos anticorpos policlonais anti-BTCI avaliada por Western Blotting. (A)
Membrana de nitrocelulose indicando ligagdo do anticorpo com o BTCI (seta). 1: marcador de
massa molecular; 2: BTCI puro; 3: soro pré-imune; 4: extrato de proteinas totais de figado de
camundongo. (B) Membrana mostrando que ndo houve ligacdo inespecifica de outras

proteinas do soro pré-imune com o BTCI.

7.3 Obtencao do proteassoma 20S
Os ensaios de atividade inibitéria do BTCI, andlise estrutural do
proteassoma e da sua interacdo com o inibidor foram realizados utilizando

proteassoma 20S purificado de eritrécitos de equinos, por cromatografias
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seqguenciais. A pureza da amostra pode ser observada na figura 12, a qual
mostra as subunidades proteassomais, em gel de poliacrilamida desnaturante
13%.

662kDa
45.0 kDa

-
35.0 kDa

- -
25.0 kDa

e
184 KDa  e—

14.4 kDa | pm—

Figura 12. Proteassoma 20S purificado de eritr6cito de cavalo. A amostra apresenta as
subunidades proteassomais observadas no poc¢o 2. O poco 1 corresponde ao marcador de
massa molecular: 14.4 kDa (Lisozima), 18.4 kDa (B-lactoglobulina), 25.0 kDa (REase Bsp98l),
35.0 kDa (Lactato dehidrogenase), 45.0 kDa (Ovalbumina), 66.2 kDa (Albumina de Soro

Bovino).

7.4  Atividade inibitoria do BTCI e de peptideos sintéticos
7.4.1 Ensaio de atividade do BTCI
Ensaios da atividade protedsica do proteassoma foram realizados com

substratos especificos para quimotripsina, tripsina e caspase na presenca do
BTCI.
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Como mostrado na figura 13, o BTCI inibiu as atividades enzimaticas
similares a quimotripsina, tripsina e caspase. A inibicdo do proteassoma foi
total para as trés enzimas, sendo a tripsina e a quimotripsina as mais
fortemente inibidas. Esses resultados indicam o BTCI como um novo inibidor

natural de proteassoma 20S.

110

90 +

70 A
= Quimotripsina
-8 Tripsina
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Figura 13. Atividade inibitéria do BTCI contra o proteassoma. A atividade residual do
proteassoma foi avaliada na presenca de BTCI em concentra¢des variando de 0—30 x 10° M,
com 3 tipos de substratos, Suc-leu-leu-val-tyr para quimotripsina, Boc-leu-arg-arg para tripsnia
e Z-leu-leu-glu-pna para caspase. Em preto, atividade residual de quimotripsina, em vermelho,
atividade residual de tripsina e em azul, atividade residual da caspase. As barras mostram o

desvio padrédo do ensaio realizado em triplicata.

7.4.2 Calculo da constante de inibicao

O célculo da constante de inibicdo (Ki) do BTCI para cada atividade
proteassomal foi realizado utilizando o programa Grafit, versdo 3.0.1.0, e a
equacao de Morrison. Esse programa permite o ajuste dos dados
experimentais para o célculo da constante de inibigéo, Ki. A figura 14 mostra 0os
ajustes das curvas experimentais e 0s respectivos valores das constantes de

inibicdo do BTCI para cada atividade proteassomal. Os valores encontrados
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para a atividade de quimotripsina foi igual a 7,0 x 10 M, de tripsina de 1,0 x
107 M (maior atividade inibitéria), e para caspase de 1,4 x 10® M (menor
atividade inibitéria). Todas as constantes de inibicdo foram calculadas obtendo
um Chi quadrado (x?%) inferior a 0,012, mostrando que o ajuste representou

corretamente os valores experimentais.
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Figura 14. Atividade enzimética do proteassoma 20S na presenca do BTCI em concentra¢cdes
variando de 0 a 30 x 10° M. (A) Atividades similares da quimotripsina, (B) tripsina e (C)
caspase. Relacéo entre a atividade inibitéria do BTCI obtida experimentalmente (0) e ajustada

pelo programa Grafit (---), para célculo da constante de inibicao (Ki).
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7.4.3 Ensaio de atividade dos peptideos derivados

Ensaios enzimaticos com 2 peptideos derivados do BTCI, o Pepl, que
inibe somente a quimotripsina e o Pep2, que inibe apenas a tripsina, foram
realizados para avaliacdo da atividade inibitoria dos sitios reativos do BTCI
contra o proteassoma. Os ensaios foram realizados com a concentragéo de 2
png/mL de proteassoma 20S purificado e com os substratos especificos desse
complexo (quimotripsina, tripsina e peptidil-glutamil hidrolase).

Os peptideos foram preparados na concentracdo de 50 a 1200 pug/mL e
utilizados em ensaios isolados e ensaios com adicdo das duas moléculas na
proporcao 1:1, para analisar o efeito sinergético entre elas.

A figura 15 mostra que o Pepl, peptideo que inibe a quimotripsina, inibiu
a atividade quimotripsina-like do proteassoma, em aproximadamente 80% da
atividade residual. Adicionalmente, esse peptideo inibiu as atividades tripsina
(aproximadamente 60%) e caspase-like (aproximadamente 25%), em menores
proporc¢des (figura 15 A).

O peptideo que inibe a tripsina, Pep2, apresentou atividade inibitoria
contra a atividade tripsina-like do proteassoma, para valores proximos de 75%.
Ele ndo apresentou efeito inibitério contra a atividade caspase-like e ativou a
atividade quimotripsina-like do proteassoma em concentracdées menores que
400 pM. A partir dessa concentracdo, o peptideo inibiu a atividade
quimotripsina do proteassoma em 50% (figura 15 B).

A inibicdo da atividade quimotripsina-like utilizando os dois peptideos no
mesmo ensaio foi de 82% da atividade proteolitica do proteassoma. Nessa
condicdo ocorreu ativacdo da atividade caspase-lke em até 160%,
inicialmente, caindo em seguida para 90% dessa atividade residual do
proteassoma. Adicionalmente, a atividade tripsina-like do proteassoma
aumentou aproximadamente 3 vezes e caiu drasticamente a partir de 800 uM
de peptideos (figura 15 C).

Esses resultados sugerem que o Pepl é capaz de inibir mais de uma
atividade do proteassoma e o Pep2 é capaz de inibir a atividade tripsina-like,
mas, aumenta a atividade quimotripsina-like do proteassoma. Além disso, os
dados sugerem que o peptideo Pep2 pode estar causando alguma mudanca no

sitio de atividade quimotripsina-like, aumentando sua atividade. Os resultados

59



obtidos com os peptideos no mesmo ensaio indicam provavel preferéncia pela
inibicdo do sitio da quimotripsina, o que ativaria a atividade de outro sitio, o da
tripsina, como € mostrado na figura 15 C. A partir de 800 uM os peptideos

inibiram praticamente 90% da atividade tripsina-like do proteassoma.
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Figura 15. Ensaio de atividade dos peptideos derivados do BTCI com o proteassoma. A
atividade residual do proteassoma foi avaliada em concentracdes variadas dos peptideos (0 —
1200 x 10° M) com 3 tipos de substratos, Suc-leu-leu-val-tyr para quimotripsina, Boc-leu-arg-
arg para tripsnia e Z-leu-leu-glu-Bna para caspase. Em preto, atividade residual de

quimotripsina, em vermelho, atividade residual de tripsina e em azul, atividade residual da
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caspase. O Pepl inibiu as 3 atividades proteassomais com intensidades diferentes, sendo a
atividade quimotripsina-like, a mais inibida (A). O Pep2 inibiu a atividade tripsina-like e ativou a
atividade quimotripsina-like inicialmente, inibindo-a em concentracdes maiores (B). Atividade
inibitéria dos peptideos adicionados no mesmo ensaio na proporcao 1:1, onde ocorreu inibicao
da atividade quimotripsina-like e ativacdo da atividade de tripsina do proteassoma. Em
concentracbes maiores, ocorreu inibicdo dessa atividade (C). As barras mostram o desvio

padrdo do ensaio realizado em triplicata.

7.5 Interacdo entre o BTClI e o proteassoma analisada por

Espalhamento Dinamico de Luz — EDL

A técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (EDL) permite a
caracterizacdo molecular hidrodinamica de proteinas (raio hidrodinamico e
massa molecular) e o estudo de interacfes entre complexos na formacdo de
estruturas oligoméricas. Os experimentos com EDL foram realizados para
caracterizar o BTCI e o proteassoma 20S, estudar a formagdo do complexo

protease-inibidor e avaliar a estabilidade do mesmo quanto a variacdo de

temperatura, pH e forca idnica.

7.5.1 Parametros hidrodinamicos do proteassoma 20S

O proteassoma 20S foi analisado em EDL na concentracédo de 21,4 nM,
fitrado em filtro Millipore 0,22 um, em solucdo Tris-HClI 20 mM, pH 7,5
(padronizada para estes ensaios). A curva de espalhamento de Iluz
apresentada na figura 16 mostra o alto grau de pureza do proteassoma em
solucédo, indicado pelo baixo valor da polidispersividade de 16,5 %,
correspondendo a presenca de uma unica forma molecular (monodispersa). A
massa molecular aproximada obtida foi de 505,2 kDa, distinta do valor
reportado para essa estrutura molecular (~ 700 kDa). Essa diferenca se deve a
aproximacéo considerada para o calculo dos parametros hidrodindmicos
utilizando o programa do equipamento, o qual considera a proteina na forma

globular, mas, no entanto, a forma do proteassoma 20S é cilindrica.

62



30

20 4

10

Intensiclade de Espalhamento (%)

i M AL | i M L |
1 10 100

Diametro Hidrodinamico (nm)

Figura 16. Intensidade de espalhamento de luz e didmetro hidrodindmico do proteassoma 20S.
A curva mostra que ndo ha contaminacdo da solugdo de proteassoma. A massa molecular

estimada foi de 505,2 kDa e a polidispersividade de 16,5% (molécula monodispersa).

7.5.2 Parametros hidrodinamicos do BTCI

As medidas dos parametros hidrodindmicos do BTCI purificado foram
realizadas em tampao Tris-HCI pH 7,5 e a amostra foi filtrada em filtro Millipore
0,22 um. Devido ao seu tamanho reduzido, apenas amostras de inibidor com
concentracfes acima de 15 uM foram detectadas. Dessa forma, nos ensaios
com o proteassoma 20S e o BTCI na concentracdo minima (15 puM), o
aparecimento do pico de espalhamento correspondente ao BTCI indica que
praticamente todas as moléculas do inibidor encontram-se na forma dissociada
e o desaparecimento do pico do inibidor indica que parte dessa molécula esta
associada ao proteassoma.

O BTCI apresenta tendéncia de associagdo em formas diméricas e
triméricas na faixa de concentracdo de 15 a 60 pM e forma agregados a partir
dessa ultima concentracdo (figura 17). Na concentracdo de 45 uM o BTCI
apresenta polidispersividade alta (28,4 %), indicando que nessa concentragcéo
o0 inibidor apresenta mais de uma forma molecular. As amostras em 15 e 30 uM
apresentaram polidispersividade menor que 14%, indicando serem

monodispersas. A massa molecular do BTCI foi de aproximadamente 25 kDa
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na concentragdo de 15 pM e 18 kDa na concentragdo de 30 pM,

correspondendo as formas trimérica e dimérica, respectivamente.

Intensidade de Espalhamento (%)

1 10 100

Diametro Hidrodinamico (nm)

Figura 17. Intensidade de espalhamento de luz em relagao ao diametro hidrodinamico do BTCI
em diversas concentragfes. A 30 pM o BTCI formou um dimero (vermelho) e a 15 pM formou
trimeros (preto). Em 45 uM, o BTCI apresentou alta polidispersividade (azul) e nas
concentracdes menores foi caracterizado como uma molécula monodispersa. Os picos
marcados pela seta mostram agregados do BTCI, nas concentracdes de 60 pM (verde), 75 pM
(rosa) e 90 uM (dourado).

7.5.3 Formacéo do complexo BTCI - proteassoma 20S

A formacdo do complexo entre o BTCIl e o proteassoma 20S foi
monitorada por ELD, com a adicdo de concentracdo crescentes de BTCI a
amostra de proteassoma 20S, em tampao Tris-HCI pH 7,5.

A andlise da formacdo do complexo foi realizada de forma indireta, onde
o complexo foi identificado pelo desaparecimento do pico de espalhamento de
luz correspondente ao BTCI. O desaparecimento do pico do inibidor indica que
parte das moléculas estdo ligadas ao proteassoma. A figura 18 A mostra a
formacdao do complexo BTCl - Proteassoma 20S, na concentracdo de

proteassoma padronizada (21,4 nM) e na concentracdo de 15 puM do BTCI.
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Concentragdes superiores de inibidor resultam em formas de BTCI livre
(figura 18 B), indicando que para os estudos de associacao e estabilidade do
complexo, a melhor concentracdo de BTCI é de 15 pM, na qual o complexo
BTCI com o proteassoma é claramente identificado. O complexo apresentou
polidispersividade baixa de 13,5% e massa molecular de 462,5 kDa, préxima a
massa que representa o proteassoma sozinho, considerando que a massa do

inibidor € desprezivel em relagéo ao proteassoma 20S.
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Figura 18. Formacéo do complexo BTCI - proteassoma 20S monitorada por ELD. O pico de
espalhamento mostra a formac¢ao do complexo, na concentracdo de 15 uM e 21 nM de BTCl e
proteassoma, respectivamente (A). Todas as outras concentracfes de BTCI resultaram em
formas de inibidor dissociado, com didmetro hidrodindmico menor que 10 nm. Além disso, o
BTCI nas concentracdes acima de 30 pM apresenta tendéncia de formacdo de estruturas
oligoméricas (diametro hidrodinamico de até ~ 8 nm) e de agregados com o proteassoma,
indicado pelos valores dos diametros hidrodindmicos acima de 20 nm, distinto do valor
encontrado para o proteassoma na forma monomeérica (aproximadamente 15 nm de diametro
hidrodindmico). Complexo com 30 uM de BTCI (vermelho), 45 uM (azul), 60 uM (verde), 75 uM
(rosa) e com 90 uM de inibidor (dourado) (B).

7.5.4 Cinética daformacao do complexo

A formacao do complexo BTCI — proteassoma pode ser observada pelo
desaparecimento do pico correspondente ao diametro hidrodindmico do

inibidor, na concentracéo de 15 pM. Entretanto, essa formacéo nao € imediata,
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visto que com apenas 15 minutos de incubacdo das duas moléculas, o pico de
BTCI livre na forma dimérica (18 kDa) ainda € observado (figura 19). Quando
essa incubacdo perdura por 45 minutos, o pico do inibidor ndo € mais
observado. Medidas com intervalo menor que 30 minutos ndo foram possiveis
visto que a coleta no equipamento ocorre em tempos superiores a 30 minutos.
O deslocamento de diametro hidrodinamico de 21,9 para 22,7 nm mostra que o
BTCI provocou mudancas estruturais no proteassoma, indicando uma provavel

abertura do complexo proteolitico.
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Figura 19. Formacgdo do complexo BTCI — proteassoma ap6s 45 minutos de incubacédo das
moléculas (vermelho). Com 15 minutos de incubagédo (preto), o pico de BTCI é observado,
indicando que a formagédo do complexo ndo € imediata. O pico que representa o diametro
hidrodindmico do complexo esta levemente deslocado para a direita indicando mudanca

estrutural causada pela associagdo com o BTCI.

7.5.5 Estabilidade do complexo sob efeito da temperatura
A estabilidade térmica do complexo BTCI — proteassoma 20S foi

analisada em diferentes temperaturas, com incubag¢do das moléculas por 45

minutos, em solugédo tampao Tris-HCIl pH 7,5. A varredura do espalhamento

66



dinamico de luz foi feita na faixa de 25 - 60°C, com incrementos de 5°C (figura
20 A).

O complexo apresentou estabilidade estrutural até a temperatura de
55°C, onde foram observados picos sobrepostos com diametro hidrodinamico
de aproximadamente 15 nm (valor correspondente ao tamanho do
proteassoma) e baixa polidispersividade (média de 17%), indicando que o
complexo apresenta uma unica forma molecular. Entretanto, variacbes minimas
de didmetro hidrodinamico nas temperaturas de 25°C a 55°C foram observadas
(figura 20 B). De 25°C a 40 °C ocorre um aumento do diametro hidrodinamico,
indicando mudancgas estruturais do complexo causadas pelo aumento da
temperatura. De 40°C a 55°C ocorre perda de moléculas de agua da camada
de solvatacdo, o que explica a diminuicdo do diametro hidrodinamico do
complexo. A 60°C, o complexo é desfeito, visto que o pico correspondente ao
BTCI oligomérico dissociado aparece (menor que 10 nm). Além disso, ocorre
agregacédo do proteassoma, indicado pelo aumento do diametro hidrodinamico

de 15 nm (forma monomérica) para 248,5 nm.
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Figura 20. Termoestabilidade do complexo BTCI — proteassoma 20S. O complexo apresentou
estabilidade até 55°C. Em 60°C (cor vinho) ocorre dissocia¢do do complexo, indicada pelo pico
de espalhamento correspondente ao BTCI dissociado. A agregacao do proteassoma € indicada
pelo didmetro hidrodindmico de 248,5 nm. Temperatura de 25°C esté representada em preto,
30°C, em vermelho, 35°C, em azul claro, 40°C em rosa, 45°C, em dourado e 55°C esta na
coloragdo azul escuro (A). De 25 a 55°C o complexo apresenta variagfes no diametro
hidrodindmico. O aumento do di@metro indica mudancas estruturais (25°C — 40°C) e a

diminuicdo desde, indica perda da camada de solvatacao (40°C a 55°C) (B).

7.5.6 Estabilidade do complexo sob efeito do pH

Para avaliar a estabilidade do complexo em diferentes pHs, amostras de
proteassoma (21,4 nM) e BTCI (15 uM) foram preparadas em tampdes (item
5.4) com pH variando de pH 2 a pH 12. O complexo € estavel na faixa de pH de
6 a 12, embora tenha apresentado polidispersividade mais alta, de 18 a 26%,
indicando mais de uma forma molecular nessas condi¢bes (figura 21 A). O
diametro hidrodinédmico diminuiu com o aumento do pH, indicando perda de
moléculas de agua na camada de solvatacdo devido a alteragbes das
condi¢cdes ibnicas do meio, induzindo modificagbes conformacionais do
complexo (figura 21 B).

Andlises de amostras do BTCI em pHs 2 e 4 indicaram a forte tendéncia

a agregacado dessa molécula. Em pH 12 o BTCI apresentou tendéncia a
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agregacéo, no entanto, outras formas moleculares aparecem com diametro
hidrodinamico de 22 nm (figura 21 C).

O proteassoma 20S nos pHs 2 e 4 aparece na forma de agregados de
diametro hidrodinamico superior a 40 nm. Em pHs 8, 10 e 12 o proteassoma
apresentou diametro hidrodindmico de aproximadamente 17 nm,
correspondente as dimensfes da molécula na forma monomeérica. Em pH 6, o
diametro hidrodinamcio médio do proteassoma foi de 27 nm, com alta
polidispersividade (34,7%), indicando a presenca de proteassoma na forma
monomérica e dimérica (figura 21 D). Os dados de espalhamento de luz do
proteassoma 20S e do BTCI em pHs 2 e 4, mostraram que ambos aparecem
somente na forma de agregados, provavelmente dificultando a formacdo do

complexo dessas moléculas em pHs acidos.
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Figura 21. Estabilidade do BTCI, proteassoma 20S e complexo BTCl—proteassoma em
diferentes pHs. O complexo apresentou estabilidade em pH 6 ao 12 (A) com diminuicdo do
didmetro hidrodindmico com o aumento do pH (B). O BTCI (C) e o proteassoma (D)
apresentaram tendéncia a formacao de agregados em pHs 2 e 4. O pH 2 esta representado em
todos os gréaficos na coloragédo preta, pH 4, em vermelho, pH 6, em azul, pH 8 em verde, pH 10,

em rosa e 0 pH 12 esta representado em dourado.

7.5.7 Estabilidade do complexo sob efeito da forca ibnica

Para avaliar os efeitos do sal na estabilidade do complexo BTCI-
proteassoma 20S, concentracées crescentes de NaCl (0 a 50 mM) foram
adicionadas nas amostras do complexo em tampéao Tris-HCl pH 7,5. O BTCl e

0 proteassoma permaneceram na forma do complexo na auséncia de NaCl
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(figura 22 A). No entanto, o complexo dissociou em concentracdes de NaCl a
partir de 2 mM, indicado pelos picos de espalhamento correspondentes ao
BTCI na forma oligomérica dissociada (figura 22 B).

Os diametros hidrodindmicos correspondentes ao proteassoma
apresentaram polidispersividade maior que 17%, compativel com o
proteassoma 20S na forma monomérica e outras formas, além de parte das
moléculas na forma do complexo, com mudancas conformacionais,
principalmente devido ao ambiente salino. O NaCl provocou aumento e
diminuicdo de 2 nm do didmetro hidrodindmico do proteassoma 20S até
concentracbes de 10 mM e 30 mM, respectivamente, retornando em seguida
ao valor basal, na concentracdo de 50 mM (figura 22C). Isso indica que o NaCl
altera a conformacdo do proteassoma 20S, compativel com o aumento da

flexibilidade da molécula, o que colabora para a dissociacéo do inibidor BTCI.
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Figura 22. Efeito do NaCl na estabilidade do complexo BTCl-proteassoma. O BTCI foi
identificado na forma oligomérica dissociada em todas as concentracdes de NaCl, e
complexado na auséncia de NaCl (preto) (A). Concentracbes de NaCl acima de 2 mM
promoveram a dissociacdo do complexo (B). O NaCl altera a conformacdo do proteassoma,
refletido pela variagdo do didmetro hidrodinamico (C). 2 mM de NaCL esta representado pela
cor vermelha; 5 mM, azul claro; 10 mM, verde; 20 mM, rosa; 30 mM, dourado; 40 mM, azul

escuro; e 50 mM esté apresentado na cor vinho.

Em conclusdo, o BTCI se associa com o proteassoma 20S apoés 45
minutos de incubacéo e este complexo apresenta termoestabilidade até 55°C e

estabilidade entre pHs 6 e 12. Além disso, o NaCl promove a dissociacdo do
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complexo nas concentragbes acima de 2 mM, provocando alteracdo da
conformacao do proteassoma.

7.6  Estrutura e estabilidade do proteassoma analisada por Dicroismo
Circular (DC)

A fim de se avaliar a estrutura secundaria e a desnaturacéo térmica do
proteassoma, experimentos de dicroismo circular (DC) foram realizados em
diferentes pHs (item 5.4), com amostras de proteassoma 20S purificado. O DC
permite avaliar qual o efeito da temperatura na estrutura secundaria do
proteassoma 20S por meio da leitura da elipiticidade em comprimento de onda
especifico, além de permitir o calculo da porcentagem de estruturas

secundarias que formam esse complexo.

7.6.1 Andlise da estrutura secundaria do proteassoma 20S

A andlise de estrutura secundaria do proteassoma 20S foi realizada em
comprimento de onda UV distante (190 - 260 nm), a temperatura ambiente e
em tampao Tris-HCI 2 mM, pH 7,5. O espectro obtido apresentou duas bandas
dicréicas bem definidas em comprimentos de onda de 208 e 222 nm, indicando

predominéancia de estrutura do tipo a-hélice (figura 23).
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Figura 23. Espectro dicréico do proteassoma 20S. Os dados foram coletados em
comprimentos de onda UV distantes (190 - 260 nm). Duas bandas dicréicas em 208 e 222 nm
sdo observadas, 0 que corresponde a uma estrutura secundéaria predominantemente formada

por a-hélices.

O calculo de porcentagens de estrutura secundaria do proteassoma 20S
foi realizado com o programa CD Spectra Deconvolution. Os valores
encontrados de estrutura secundaria foram de predominancia para a-hélice
(45,9 %), com aproximadamente 25 % de estruturas do tipo B e 29 % de

estruturas randémicas (tabela 2).
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Tabela 2. Calculo da porcentagem de estruturas secundarias do proteassoma 20S usando o

programa CD Spectra Deconvolution, avaliadas no espectro de 190 - 260 nm.

Porcentagens de Estruturas Secundérias

a - hélices 45,9 %
Fitas B Antiparalelas 4,1 %
Fitas B Paralelas 6,6 %
Voltas 14,5 %
Estruturas randomicas 28,6 %
Total 99,7 %

7.6.2 Desnaturacdo térmica

A figura 24 mostra a variacdo da elipticidade molar do proteassoma com
0 aumento da temperatura, em diferentes pHs. A diminuicdo da elipticidade
molar indica a perda de estrutura secundéaria da proteina e quando atinge o
valor préximo de zero, representa a perda estrutural total, correspondente a
desnaturacao protéica.

A figura abaixo mostra que ndo houve desnaturacdo total do
proteassoma 20S, mas ocorreu uma perda de elipticidade molar para a maioria
dos pHs (5 ao 12) (figura 24 B), na temperatura de 55°C. Essa perda pode
indicar a separacdo das subunidades proteassomais, provavelmente dos 4
anéis protéicos (a, B, B, € a), formados cada um por sete subunidades.

Nos pHs mais &cidos (2, 3 e 4) (figura 24 A) as estruturas secundarias
do proteassoma foram preservadas, indicado pela manutencdo ou aumento da
elipticidade molar do proteassoma 20S. Isso pode ser devido a tendéncia de
autoassociagcdo do proteassoma nesses pHs, como foi observado por
espalhamento de luz dinédmico (figura 21 D). Esses dados obtidos indicam a
estabilidade térmica do proteassoma 20S em pH acidos.
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Figura 24. Desnaturacao térmica do proteassoma em diferentes pHs. A perda de elipticidade
molar, nos pHs acima de 5, a partir da temperatura de 55°C (B), indica a diminuicdo de
estrutura secundaria e separagdo de subunidades proteassomais. A estrutura secundéria do
proteassoma em pHs 2 (preto), 3 (vermelho) e 4 (azul claro) (A) foi preservada com o aumento
de temperatura, devido a tendéncia de auto-associagdo nesses pHs acidos. pH 5 (roxo), pH 6
(lilds), pH 7 (dourado), pH 7,5 (azul escuro), pH 8 (vinho), pH 9 (rosa), pH 10 (verde), pH 11
(cinza) e pH 12 (laranja).

A variacdo de estrutura secundaria do proteassoma com aumento da
temperatura, em diferentes pHs, também foi avaliada. Observa-se pelos
espectros de 190 a 260 nm do proteassoma em diferentes pHs, a temperatura

ambiente, poucas variacdes de elipticidade molar nos espectros (figura 25).
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Figura 25. Elipticidade molar do proteassoma 20S, em comprimentos de onda longe do UV,
com variacdo do pH, a temperatura ambiente. pHs: 2, em preto; 3, em vermelho; 4, em azul; 5,
em roxo; 6, em lilds; 7, em dourado; 7,5, em azul escuro; 8, em vinho; 9, em rosa; 10, em

verde; 11, em cinza e 12, em laranja.

O calculo da porcentagem de estruturas secundarias foi realizado para
quantificar essa variacdo de estruturas em cada pH (tabela 3). A tabela mostra
que as maiores variagdes estruturais, principalmente de a-hélice, ocorreram em
pHs acidos (pH 2 ao pH 5), com perdas de até 10% dessa conformacéo e
ganho de estruturas randémicas e fitas B antiparalelas. A maior perda de
conformagao de a-hélice, ocorreu em pH 4, o que pode ser observado no
espectro da figura 25, onde esse pH apresentou espectro com maior perda de
elipticidade molar. Em pHs a partir de 6, observa-se minima variacédo
(aproximadamente 1%) da porcentagem de a-hélices, e diminuicdo de
aproximadamente 1,5 % de fitas [ antiparalelas a partir do pH 9. Nao ha,
portanto, grandes varia¢cdes de porcentagem de estruturas secundarias em pHs
neutros e basicos. Isso indica que a estrutura secundaria das subunidades do
proteassoma 20S é preservada nessas condi¢cdes, como mostrado nos
espectros da figura 25, com variagbes minimas de elipticidade molar nos

diferentes pHs.
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Tabela 3. Célculo da porcentagem de estruturas secundarias do proteassoma 20S em
diferentes pHs a temperatura ambiente (25°C), avaliadas pelo programa CD Spectra

Deconvolution, nos espectros de 190 - 260 nm.

Porcentagem de Estruturas Secundarias em diferentes pHs a temperatura

ambiente

o — hélices Fltas B Fitas B Voltas B EstrlAJtu.ras

Antiparalelas Paralelas randémicas
pH 2 39,9 % 51% 7,6 % 15,2 % 32,2%
pH 3 36,8 % 57 % 7,5 % 15,1 % 34,9 %
pH 4 35,3 % 55 % 7,2 % 15,6 % 36,4 %
pH 5 37,0% 4,9 % 7,1% 15,2 % 35,8 %
pH 6 45,3 % 4,1 % 6,7 % 14,6 % 29,3 %
pH 7 44,1 % 4,2 % 6,9 % 14,1 % 30,7 %
pH 7.5 45,9 % 4,1 % 6,6 % 14,5 % 28,9 %
pH 8 44,5 % 4,3 % 6,9 % 14,7 % 29,6 %
pH 9 45,4 % 2,5% 71% 14,6 % 30,4 %
pH 10 45,8 % 2,8% 7,3% 14,2 % 29,9 %
pH 11 45,5 % 29 % 7,2% 14,4 % 30,0 %
pH 12 44,5 % 2,8% 7,4 % 14,5 % 30,8 %

O aumento da temperatura, em todos os pHs, ndo alterou a estrutura
secundéaria do proteassoma, o que é observado pela pequena perda de
elipticidade molar nos graficos correspondentes a cada pH (figura 26). Em pH
3, houve uma diferenca da elipticidade molar entre a temperatura de 25°C e as
demais temperaturas, o que pode ser explicado pelo comportamento anémalo
da curva de desnaturacao nesse pH (figura 24 A), com perda abrupta do sinal
dicréico de 25 a 30°C e manutencdo do sinal até temperatura de 95°C. Nos
pHs entre 5 - 12, observa-se alteragfes que correspondem a dissociacao das
subunidades, como foi mostrado na figura 24 B. Esses resultados mostram que
o proteassoma 20S nao sofre desnaturacéo total com a variacdo de pH e de
temperaturas até 95°C. Apenas ocorre variagdo de elipticidade molar na
temperatura proxima de 60°C (figura 24 B), com pequenas perdas de

estruturas secundarias (figura 26), o que pode indicar a separacdo das
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subunidades desse complexo nessa temperatura. Em pHs 4&cidos, o
proteassoma apresenta maior estabilidade estrutural (figura 24 A), o que pode
estar relacionado com a sua tendéncia de auto-associacdo nesses pHSs,

mostrada por espalhamento dinamico de luz (figura 21 D) .
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Figura 26. Espectros dicréicos do proteassoma 20S em diferentes pHs, com aumento da
temperatura de 25 a 95°C. Os espectros mostram que em nenhum pH houve perda significativa
de estrutura secundéria com o aumento da temperatura. A temperatura de 25°C esti
apresentada em preto; a de 35°C, em vermelho; a de 45°C, em azul; a de 55°C, em verde; a de

65°C, em rosa; a de 75°C em dourado; a de 85°C em azul escuro e a de 95°C, em vinho.

7.7 Imunocitolocalizacdo do BTCI e do proteassoma em células de

cancer de mama MCF-7

Ensaios de citolocalizacdo do BTCI e do proteassoma foram realizados
com marcacgao por anticorpo. As células MCF-7 foram tratadas com 200 uM de

BTCI por periodos variados. O controle negativo foi realizado com a auséncia
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do inibidor. A figura 27 mostra a localizagdo do BTCI (verde) e do proteassoma
(vermelho) nos tempos de incubacdo do inibidor de 2 a 36 horas. As duas
moléculas estdo colocalizadas no citoplasma e nucleo das células, como
indicado pela coloracdo amarela, correspondendo a sobreposicdo da
fluorescéncia verde (BTCI) e vermelha (proteassoma). Na auséncia do inibidor
(controle), ndo ha sinal evidente de fluorescéncia verde, indicando que nédo

houve marcacéo inespecifica do anticorpo marcado com esta coloragao.

BTCI Proteassoma Sobreposic¢éo

2 Horas
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BTCI Proteassoma Sobreposicéo
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Figura 27. Andlise de imunofluorescéncia do BTCI e proteassoma por microscopia confocal.
Marcacéo do BTCI (verde) na primeira coluna, do proteassoma (vermelho) na segunda coluna
e da colocalizagdo dessas moléculas na terceira coluna com marcagdo para o DNA (azul). O
experimento foi realizado com 2, 6, 12, 24 e 36 horas de incubacdo com BTCI. Pontos
amarelos na terceira coluna indicam a colocalizacdo do BTCI e do proteassoma, as quais sédo

evidenciadas em todos os periodos. O controle negativo € representado na imagem com

auséncia de BTCI. A barra representa a medida de 20 pm.

A quantificagdo da intensidade de fluorescéncia do BTCI, marcado pelo
fluoréforo Alexa Fluor 488 (verde), e do proteassoma, marcado pelo Alexa

Flior 633 (vermelho), foi feita pelo programa Imaged (figura 28). A
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quantificacdo corresponde a média de intensidade de fluorescéncia de cada
proteina marcada, das mesmas imagens apresentadas na figura 27.

A intensidade de fluorescéncia correspondente ao BTCI (figura 28 A)
diminuiu até as primeiras 12 horas de incubacdo e aumentou a partir desse
tempo. Isso sugere que o inibidor entra na célula MCF-7 (alta intensidade de
fluorescéncia inicial, 2 horas de incubacdo) e depois €& provavelmente
metabolizado. A partir de 12 horas, a intensidade do sinal de fluorescéncia
volta a aumentar, sugerindo a entrada novamente do inibidor na célula. A
intensidade de fluorescéncia correspondente ao proteassoma (figura 28 B) até
12 horas diminuiu, o que pode sugerir a inibicdo desse complexo pelo BTCI, e,
consequentemente sua degradacdo pelas células MCF-7. O aumento de
intensidade de fluorescéncia correspondente ao proteassoma a partir de 24
horas pode ser devido ao aumento da expresséo dos genes desse complexo

proteolitico.
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Figura 28. Quantificacao da intensidade de fluorescéncia do BTCI (A) e do proteassoma (B),
pelo programa ImageJ. A intensidade de fluorescéncia correspondente ao BTCI apresenta
queda e posterior aumento, a partir de 12 horas de incubacao, indicando entrada, provavel
metabolizacdo e entrada novamente do inibidor na célula. O sinal de fluorescéncia
correspondente ao proteassoma apresentou grande queda quando comparado com 2 horas de

incubacéo de BTCI.
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7.8 Efeito do BTCI e peptideos derivados na ubiquitinacédo de proteinas

Ensaio de Western Blotting foi realizado com anticorpo anti-ubiquitina
para avaliar o efeito do BTCI e de peptideos derivados do BTCI (Pepl e Pep 2)
na ubiquitinacdo de proteinas em células MCF-7 (figura 29 A). O inibidor
sintético de proteassoma, MG 132, foi utilizado como controle positivo e a
auséncia de inibidores representou o controle negativo.

Os resultados obtidos mostram que ndo houve aumento da ubiquitacao
de proteinas celulares na presenca de BTCI em 2 e 4 horas de incubacéo,
gquando comparado com o controle negativo (auséncia de inibidores).
Resultados semelhantes foram obtidos para o Pepl, o qual ndo causou
alteracdo na ubiquitinacdo de proteinas. O Pep2 provocou, com 2 horas de
incubacdo, diminuicdo das proteinas ubiquitinadas, mas esse efeito nédo foi
mais observado com 4 horas de tratamento com o Pep2. Quando as células
foram incubadas com MG 132, houve um aumento de proteinas celulares
ubiquitinadas, o que era esperado, pois a inibicdo do proteassoma provoca o
acumulo de proteinas ubiquitinadas. Esse aumento ocorreu principalmente com
2 horas de incubacdao, indicando que a célula reverteu parte da degradacao de
proteinas apds 4 horas de interacdo com inibidores de proteassoma.

A perda de ubiquitinacdo de proteinas causada pelo Pep2 pode estar
relacionada ao seu potencial de ativar a atividade quimotripsina-like do
proteassoma na concentragao utilizada, 400 uM, como pdde ser observado no
ensaio enzimatico com esse peptideo (figura 15 B). O aumento da atividade
proteassomal pode explicar a diminuicdo de proteinas ubiquitinadas, as quais
sdo marcadas para degradacao pelo proteassoma 26S.

No ensaio, o controle da quantidade protéica colocada em cada poco foi
obtido com a marcacdo das proteinas com um anticorpo anti-Btubulina, visto
que a B-tubulina é uma proteina constitutiva da célula (figura 29 B). Esse
controle € importante para mostrar que os efeitos de aumento ou diminuicédo de
proteinas marcadas ndo sao decorrentes de concentracdes diferenciadas de
proteinas totais em cada po¢o. Em todos os pog¢os a marcagao para -tubulina
foi de intensidades similares.

Para quantificar as intensidades de marcacao da fosfatase alcalina para

proteinas ubiquitinadas, foi realizada a quantificacdo dos pixels em cada poco
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pelo programa ImageJ (figura 29 B). A quantificacédo realizada foi relativa em
relacéo a intensidade das bandas correspondentes a p-tubulina em cada poco.
Considerando o controle negativo como 100%, observamos que ndo ha
aumento da ubiquitinacédo de proteinas nas células tratadas com o BTCI e com
0 peptideo Pepl. Ocorre uma diminuicdo minima da ubiquitinag@o na presenca
do BTCI e do Pepl. Ja o Pep2, com 2 horas de incubacgdo, causa diminuigdo
da ubiquitinacdo (em 16%) e depois, um aumento dessa marcacdo com 4
horas (aumento de 10%).

O MG132, como esperado, apresenta um consideravel aumento de

ubiquitinacdo com 2 horas de incubacao (aumento de 40%).
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Figura 29. Efeito do BTCI e peptideos derivados na ubiquitinacdo de proteinas de células
MCF-7. As células foram tratadas com BTCI (200 uM - verde), Pepl (400 uM - vermelho), Pep2
(400 pM - azul) e MG 132 (10 uM - marrom). Controle sem inibidores (poco 1), 2 horas (pogo 2)
e 4 horas (poco 3) de incubacdo com o BTCI; 2 horas (pogco 4) e 4 horas (poco 5), de
incubacdo com o Pepl; 2 horas (poco 6) e 4 horas (pogo 7), com o Pep2. Efeito do MG 132
com 2 horas (pogo 8) e 4 horas (poco 9) (A). Controle positivo da quantidade de proteinas
totais em cada poco, com a marcacédo de um anticorpo para B-tubulina (seta), uma proteina do
citoesqueleto, constitutiva (B). A quantificacdo relativa (em relagdo a B-tubulina) da marcacao
da fosfatase alcalina em cada poco foi realizada pelo programa ImageJ, considerando o

controle negativo como 100%.
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O aumento da ubiquitinagdo de proteinas em células tratadas com BTCI
era esperado, visto que nesse trabalho, foi mostrado que o BTCI apresenta
atividade inibitéria para as trés atividades proteoliticas do proteassoma.
Entretanto, esse efeito ndo foi observado no ensaio de Western Blotting (figura
29). Isso pode indicar que o BTCI ndo so esté envolvido na via de degradacgéo
direta pelo proteassoma, mas também em outras vias moleculares, como
exemplo, a via de ligacdo da ubiquitina no substrato, mediada pelas enzimas
E1l (ativadora), E2 (conjugadora) e E3 (ligase).

Para analisar se o BTCI poderia estar competindo com essas proteinas
pela ligagdo da ubiquitina, foi realizado um estudo estrutural de comparacao
das estruturas terciarias do BTCI e ubiquitina, visando caracterizar as
semelhancas ou diferencas estruturais que pudessem explicar tais resultados.
A sobreposicao da estrutura terciaria do BTCI com a da ubiquitina (figura 30) foi
realizada utilizando o programa Top Match, um servico de alinhamento e
sobreposicao de estruturas de proteinas, disponivel gratuitamente na internet

pelo site: http://topmatch.services.came.sbg.ac.at/.

O BTCI apresenta similaridade estrutural com a ubiquitina de 39% (root-
mean-square error, RMSE = 2,7 A), principalmente entre a regido C-terminal da
ubiquitina e a regido C-terminal do BTCI (regido de inibicdo da quimotripsina)
(figura 30 D). Isso pode indicar que o inibidor pode estar competindo com a
ubiquitina pelo sitio de reconhecimento desta pelas proteinas E1, E2 e/ou E3
ligase (a ubiquitina se liga a essa proteinas pelo C-terminal). Ao impedir que a
ubiquitina entre na via de marcacdo do substrato, ocorre uma diminuicdo da
ubiquitinacdo de proteinas, mesmo que o proteassoma esteja inibido, o que
pode explicar a auséncia do aumento de proteinas ubiquitinadas em células

tratadas com o BTCI.
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Figura 30. Andlise da sobreposi¢éo estrutural do BTCI com a Ubiquitina usando o servidor Top
Match. Sobreposicéo da estrutura terciaria da ubiquitina (roxo e vermelho) (A) com o BTCI
(verde e laranja) (B) evidenciando os sitios de maior similaridade estrutural (laranja e vermelho)
(C). A estrutura primaria também foi analisada (D), onde estdo mostrados os aminoacidos que

compde os sitios de similaridade estrutural da ubiquitina (12 linha) e do BTCI (22 linha).

O peptideo Pepl corresponde a regido C-terminal do BTCI, na qual esta
localizado o sitio reativo para a quimotripsina. Esse peptideo apresentou
resultado semelhante ao do BTCI na ubiquitinacdo de proteinas (figura 29),
indicando que essa € a regido que provavelmente estad envolvida nos efeitos
moleculares do BTCI nos ensaios de ubiquitinacdo aqui referenciados.
Adicionalmente, efeitos citostaticos e citotoxicos semelhantes para o BTCI e o

Pepl em células MCF-7 foram demonstrados por Joanitti, 2008.
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8. DISCUSSAO

O BTCI € um inibidor de serinoproteases (9 kDa) isolado de sementes
de Vigna unguiculata (Ventura et al., 1966) e inibe a tripsina e a quimotripsina
formando complexos estaveis (Ventura et al., 1975). Os estudos com esse
inibidor iniciaram-se ha mais de trinta e cinco anos, com caracterizacoes fisico-
quimicas, bioquimicas e biofisicas e, recentemente, as propriedades
anticarcinogénicas desse inibidor em células de cancer de mama foram
relatadas (Joanitti et al., 2010). Apesar do numero expressivo de trabalhos
desenvolvidos com esse inibidor, nas é&reas citadas, nenhum estudo foi
realizado com o BTCI em vias moleculares relacionadas ao cancer de mama e
interacBes com outras proteinas (além da tripsina e quimotripsina).

O presente trabalho mostrou que o BTCI € um novo inibidor natural do
proteassoma 20S. O inibidor apresentou alta afinidade inibitéria pelas trés
atividades cataliticas do proteassoma, com constantes de inibicéo de 7,0 x 10”’
M para a atividade quimotripsina-like, 1,0 x 10”7 M para a atividade tripsina-like
e 1,4 x 10° M para a atividade caspase-like (figura 14). Esses resultados estdo
de acordo com os valores das constantes de inibicdo na ordem de 10° a 107
M, calculados para a maioria dos inibidores do tipo Bowman-Birk (Ikenaka e
Norioka, 1986).

Os resultados de inibicdo das atividades quimotripsina-like e tripsina-like
do proteassoma 20S foram semelhantes aos valores correspondentes a
atividade inibitéria do BTCI contra as enzimas quimotripsina e tripsina (Ventura
et al., 1975; Fachetti et al., 1984; Freitas et al., 1999). Além disso, o BTCI
apresentou forte inibicdo contra caspase-like, o que provavelmente pode ser
explicado por uma inibicdo estérica do inibidor ao atingir o sitio ativo do
complexo enzimatico. Essa conclusdo € suportada pelos resultados
encontrados para a atividade inibitoria dos peptideos derivados de BTCI (Pepl
e Pep2) que inibem o sitio da quimotripsina e tripsina, respectivamente, e ndo
apresentaram inibicdo significativa contra o sitio de caspase-like (figura 15).
Nesse caso, o BTCI deve ocupar o canal central do proteassoma 20S (de

aproximadamente 1A), proximo ao sitio ativo do complexo enzimatico, inibindo
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as trés atividades proteasicas do proteassoma, com maior afinidade pela
tripsina-like (figura 14).

O BTCI foi o primeiro membro da familia Bowman-Birk a ser
caracterizado como potente inibidor das trés atividades proteasicas do
proteassoma. Até a presente data, somente o trabalho de Chen e
colaboradores (2005) reportou sobre a atividade inibitéria de um inibidor
Bowman-Birk (BBI) contra o proteassoma 26S. Nesse estudo foi mostrado que
40 uM do BBI inibe apenas a atividade quimotripsina-like (70% de inibi¢cao) do
proteassoma 26S in vitro. Em contraste, o BTCI inibiu aproximadamente 100%
as trés atividades enziméticas do proteassoma 20S, com concentragdo média
de 20 pM. Isso indica que as diferencas na estrutura primaria e terciaria do
BTCI, em comparacdo ao BBI, sdo fundamentais para a inibicdo dos trés sitios
ativos do proteassoma. Portanto, os resultados aqui apresentados mostram
que o BTCI é um novo inibidor natural das trés atividades cataliticas do
proteassoma 20S.

O Pepl (peptideo que inibe apenas a quimotripsina) inibiu 80% da
atividade quimotripsina-like, 60% da atividade tripsina-like e 25% da atividade
caspase-like do proteassoma 20S. O Pep2 (peptideo que inibe apenas a
tripsina) n&o inibiu a atividade caspase-like, mas inibiu aproximadamente 75%
da atividade tripsina-like. Em concentracdes até 400 uM esse peptideo ativou a
quimotripsina-like, com posterior inibicdo dessa atividade em até 50%, em
concentracbes maiores. Quando os dois peptideos foram utilizados no ensaio
enzimatico, em uma mesma solucgéo, a inibicdo da atividade quimotripsina-like
foi de 80%. Em concentracfes abaixo de 200 uM né&o ocorreu inibicdo da
atividade caspase-like, mas acima dessa concentragdo, ocorreu aumento
dessa atividade, em 1,5 vezes. Em concentragdes menores que 800 uM houve
aumento de mais de 3 vezes da atividade de tripsina-like e em concentracdes
maiores, ocorreu inibicdo dessa atividade em até 90% (figura 15).

Essa mesma caracteristica de inibicdo especifica e, concomitante
ativacdo de outras atividades enzimaticas desse complexo macromolecular, foi
reportada recentemente (Groll et al.,, 2006). Nesse trabalho utilizou-se o
dipeptideo sintético Bortezomibe, um inibidor do proteassoma, que tem sido
utilizado em testes clinicos no tratamento de mieloma multiplo e linfoma néo-

Hodgkin (NHL). Esse peptideo inibe a atividade de quimotripsina e caspase-like
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do proteassoma, mas, concomitantemente, aumenta a atividade tripsina-like do
proteassoma. Isso pode estar relacionado a mudangas estruturais causadas
pelo peptideo em regido catalitica ou ndo da molécula, o que causa a inibicao
de um determinado sitio, mas exp&e outro sitio, facilitando sua interacdo com o
substrato.

Kisselev e colaboradores (2002) mostraram que peptideos hidrofébicos
(alvos da atividade quimotripsina-like) podem estimular a hidrolise de
substratos por meio da abertura do canal do proteassoma nos anéis a. Esse
estimulo pode estar relacionado com a ligacdo desses peptideos em sitios ndo
cataliticos do complexo, o que causaria mudancas estruturais na molécula,
levando a ativacdo da hidrélise do proteassoma. O aumento da atividade
catalitica do proteassoma por peptideos hidrofébicos pode estar relacionado
com eventos fisiolégicos importantes, onde o préprio substrato serviria como
um estimulo para a quebra do mesmo, otimizando a atividade de degradacgéo
protéica na célula.

Outros trabalhos na literatura mostram proteinas que ativam um sitio do
proteassoma e, a0 mesmo tempo, inibem outro. O ativador PA28 (complexo
11S) em mamiferos, e seu homélogo em Drosophila, ativa fortemente a
atividade tripsina-like e inibe a atividade quimotripsina-like do proteassoma
20S, mostrando que ele é um regulador positivo e negativo desse complexo
proteolitico (Masson et al., 2001). Esse efeito também foi observado no
presente trabalho, quando a atividade do proteassoma 20S foi avaliada na
presenca dos dois peptideos simultameamente, Pepl e Pep2 (figura 15 C).

A figura 15 C mostra a ativacdo de mais de trés vezes da atividade
tripsina-like do proteassoma na presenca do Pepl e do Pep2. O efeito do
Pep2, no aumento da atividade quimotripsina-like (figura 15 B), ocorre em
consequéncia provavel da exposicdo do sitio da quimotripsina no proteassoma.
Essa interagcdo, na presenca do Pepl, pode ter ocasionado mudancas
conformacionais, resultando no aumento de outra atividade proteolitica, a
tripsina-like (figura 15 C). Os dados aqui apresentados indicam que o peptideo
hidrofobico Pepl e hidrofilico Pep2, assim como o BTCI, podem interagir de
diversas formas com o proteassoma, tanto em regides cataliticas, como nao

cataliticas, resultando em efeitos complexos.
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Ensaios de Espalhamento Dinamico de Luz (EDL) mostraram que o
BTCI interage com o proteassoma 20S. O BTCI formou complexo estavel com
0 proteassoma a partir de 45 minutos de incubacédo, causando mudanca
estrutural no complexo, indicado pelo discreto aumento do diametro
hidrodindmico do complexo em relagcéo ao proteassoma livre (figura 19).

O proteassoma 20S apresentou-se na forma monomérica, com diametro
hidrodinamico de 15 nm, corroborando os dados apresentados na literatura
(Kopp et al., 1986; Yoshimura et al., 1993).

O BTCI nado foi observado na forma monomérica nas diferentes
concentracfes analisadas, mas sim nas formas diméricas e triméricas, com
agregados a partir da concentracdo de 60 uM. Esses resultados estdo de
acordo com a tendéncia de formacdo de oligbmeros e agregados desse
inibidor, devido a exposicdo de residuos hidrofébicos ao solvente (Ventura et
al., 1981; Silva et al., 2005).

A técnica de EDL tem sido correntemente utilizada principalmente para
analisar estagios mono ou polidispersos de proteinas para fins de cristalizacao
(Baldwin et al., 1986). Estudo de associacdo de proteinas com surfactantes
(Tardioli et al.,, 2010), nanoparticulas de ouro (Lacerda et al.,, 2010),
nanoparticulas de poliestireno sulfonado (Liang et al., 2004), quitosana (Chen e
Tianqing, 2008), entre outros, tem sido realizados utilizando o EDL. No entanto,
atualmente existem poucos trabalhos publicados relatando a associacédo de
duas proteinas com o uso dessa metodologia. Ao realizar uma busca na
literatura cientifica, poucos trabalhos foram encontrados mostrando a
associacdo entre duas proteinas, como é o caso do trabalho de Libich e
colaboradores (2003), que mostrou a interacdo entre a mielina e calmodulina-
Ca** utilizando o EDL.

O presente trabalho mostrou, além da associacdo do BTCI com o
proteassoma, a estabilidade do complexo formado entre os mesmos. O
complexo BTCI-proteassoma 20S apresentou termoestabilidade até 55°C
(figura 20). A 60°C ocorreu a dissociacdo do complexo, o que pode ter sido
facilitado pela separacdo das subunidades do proteassoma 20S, indicada pelas
curvas de desnaturacdo térmica analisadas por dicroismo circular, as quais

mostram a perda de elipticidade molar desse complexo nessa temperatura,
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sem, no entanto, chegar a zero, o que indicaria desnaturacdo da molécula
(figura 24).

Aléem de apresentar termoestabilidade, o complexo apresentou
estabilidade em pHs neutros e basicos (pH 6 a 12), e em pHs acidos (pH 2 e
4), predominou a agregacdo das proteinas (figura 21). Isso confirma a
tendéncia de agregacédo do BTCI e do proteassoma 20S em pHs acidos. Esse
efeito foi também evidenciado por EDL para essas moléculas separadamente
(figura 21 C e D), e por dicroismo circular, onde o proteassoma 20S apresentou
manutencdo ou ganho de elipticidade molar com o aumento da temperatura,
em pHs acidos (figura 24 A).

Esses resultados estdo de acordo com os dados previamente reportados
para o BTCI, o qual é termoestavel e estavel em ampla faixa de pH,
preservando 96% de sua atividade inibitéria depois de 60 minutos de
aquecimento a 95°C e apresentando atividade estavel entre pH 3 e pH 10
(Silva et al., 2001).

O proteassoma 20S apresenta estrutura conservada entre fungos e
humanos (Lupas et al., 1993). As caracteristicas fisicoquimicas, como
coeficiente de sedimentacdo, coeficiente de difusdo, espectro dicroico e
composicdo de aminoacidos sdo similares em proteassomas de eucariotos
(Tanaka et al., 1988). O trabalho de Thomas e colaboradores (2002) mostra
que o proteassoma 20S de musculo esquelético de avestruz apresenta
estabilidade de pH entre 5 e 12 e termoestabilidade até 60°C. Esse estudo esta
de acordo com os resultados apresentados na presente dissertacdo, onde o
proteassoma apresentou estabilidade em pH 6 a 12, com agregacées em pHs
acidos, e estabilidade com temperaturas até 60°C, onde a partir disso, ocorre
provavelmente a dissociacdo dos anéis do proteassoma 20S (figura 24).

Os resultados apresentados nesse trabalho mostraram que o NaCl, a
partir de 2 mM, desestabiliza o complexo BTCI-proteassoma 20S, que parece
ser sensivel a mudancas da forga ibnica causando mudancgas conformacionais
na estrutura do complexo ou do proteassoma isoladamente (figura 22).

Embora o organismo humano contenha em média 150 mM de sal, além
do sédio e do cloreto, existem diversos outros ions na célula. A localizagéo e a
interacdo com outras moléculas celulares podem evitar o contato direto do

proteassoma com o Na* e o CI" em maior concentrago, visto que estes ions
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desestabilizam a estrutura macromolecular desse complexo (figura 22).
Entretanto, ha proteassomas que toleram altas concentracfes de sal, como o
proteassoma 20S da arquéia Haloferax volcanii, que tolera concentracdes de
atte 2 M de NaCl e nado realiza protedlise na auséncia de sal. Esse
proteassoma, porém, apresenta mudancas na estrutura primaria
(predominancia de aminoacidos acidos) quando comparado com proteassomas
20S conservados de eucariotos (Wilson et al., 1999).

Os estudos in vitro realizados neste trabalho objetivaram a investigacao
da interacdo do BTCI e do proteassoma em células de cancer de mama MCF-7
e efeitos moleculares dessa interacdo relacionados com a ubiquitinacéo de
proteinas celulares. Os resultados mostraram que o BTCI interage com o
proteassoma em células MCF-7 a partir de 2 horas de incubacdo dessas
células com o inibidor.

O BTCI, marcado com anticorpo fluorescente, foi observado no
citoplasma e no nucleo dessas células, com intensidade decrescente até 12
horas de incubacéo e posterior aumento da intensidade de fluorescéncia apés
24 de tratamento com o inibidor. Isso indica que o BTCI entra na célula em 2
horas e depois € provavelmente metabolizado pela mesma, considerando-se a
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia do inibidor. Sabe-se que outro
inibidor Bowman-Birk, o BBI, é metabolizado pelo corpo humano apds 6 horas
de ingestdo, encontrando-se na forma reduzida e nao detectado pelo anticorpo
de sua forma nativa (Wan et al.,, 2000). Caso o BTCI também seja reduzido
pela célula a partir de 6 horas de incubacéo, o anticorpo anti-BTCIl ndo mais o
reconheceria, 0 que pode explicar a diminuicdo da marcacao para este inibidor
a partir de 6 horas. Todavia, o BTCI aparentemente fragiliza a célula apés 24
horas, permitindo a maior entrada desse inibidor, o que é indicado pelo
aumento da intensidade de fluorescéncia apresentada na figura 28. O efeito
gue o BTCI apresenta em células MCF-7 a partir de 24 horas € observado em
mudancas morfolégicas nessas células (dado ndo mostrado), o que pode estar
relacionado com seu efeito anticarcinogénico, o qual leva células de cancer de
mama a morte a partir de 72 horas de incubacgé&o (Joanitti et al., 2010).

A interacdo do BTCI com o proteassoma é indicada pela sobreposicdo
da fluorescéncia de ambas as proteinas, resultando na coloragdo amarelada,

BN

que corresponde a sobreposicdo da fluorescéncia verde do BTCI com a
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fluorescéncia vermelha do proteassoma. A imunocitolocalizacdo dessas
moléculas mostra que o BTCI interage com o proteassoma no citoplasma e no
ndcleo da célula, provavelmente, causando a inibicdo desse complexo in vitro,
da mesma forma como demonstrado em ensaio enzimatico isolado (figura 14).

A intensidade de fluorescéncia do proteassoma é reduzida a partir de 6
horas de incubagéo com o BTCI. A reducgdo dessa intensidade de fluorescéncia
pode estar relacionada com a degradacdo de subunidades do proteassoma,
em resposta a inibicdo de suas atividades, causada pelo BTCI. O aumento da
intensidade de fluorescéncia do proteassoma a partir de 24 horas de incubacéo
com o inibidor pode indicar a tentativa da célula de repor as subunidades
inibidas. Essa hipdtese ja foi levantada considerando a resposta de células
sanguineas cancerosas ao inibidor de proteassoma Bortezomibe. Esse inibidor
induziu o aumento da expressdo de subunidades proteassomais,
principalmente das subunidades cataliticas (Ruckrich et al., 2009).

Os estudos realizados em células de cancer de mama também
mostraram que o BTCI ndo induz o aumento de proteinas ubiquitinadas nessas
células (figura 29), ao contrario do que era esperado. O proteassoma 20S,
quando associado com dois complexos regulatorios denominados PA700 ou
19S, forma o proteassoma 26S. Este reconhece proteinas ubiquitinadas e as
degradada em uma via dependente de ATP (Glickman et al., 1998; Voges et
al., 1999; Pickart e Cohen 2004). Portanto, a inibicdo do proteassoma leva a
diminuicdo ou auséncia da degradacdo de proteinas ubiquitinadas,
ocasionando o acumulo das mesmas.

O BTCI, assim como o Pepl (inibidor da quimotripsina derivado do
BTCI), apresentaram efeitos semelhantes, causando ligeira diminuicdo da
ubiquitinacdo de proteinas celulares, em células MCF-7. No entanto, o Pep2
(inibidor da tripsina derivado do BTCI) apresentou diminuicdo de proteinas
ubiqutinadas em células MCF-7 com 2 horas de tratamento, efeito que nao foi
mais evidenciado a partir de 4 horas de incubacéo, indicado pelo aumento da
ubiquitinacao apds esse periodo.

Como o BTCI apresenta alta similaridade estrutural com a ubiquitina,
principalmente na regido C-terminal das moléculas (figura 30), esse inibidor
pode estar competindo com a ubiquitina pela ligacdo em proteinas E1, E2 ou

E3 da via de ligacdo da ubiquitina as proteinas alvo, marcadas para
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degradacdo. A regido C-terminal da ubiquitina € a regido reconhecida e ligada
nas enzimas E1 ativadora, E2 conjugadora e E3 ligase.

Considerando as semelhancas estruturais citadas acima, essas enzimas
podem estar reconhecendo preferencialmente o BTCI, em compara¢cdo com a
ubiquitina, o que estaria impedindo a marcacdo de proteinas alvo, e,
consequentemente, ndo ocorrendo o acumulo de proteinas ubiquitinadas. A
regido C-terminal do BTCI contém a alca de reatividade contra a quimotripsina.
Estudos na literatura ja demonstraram que a atividade contra a quimotripsina é
a responsavel pelo efeito anticarcinogénico de inibidores da familia Bowman-
Birk (Yavelow et al., 1985). Caso a interacdo com as enzimas E1, E2 e/ou E3
esteja relacionada com efeitos anticarcinogénicos, a competicdo de inibidores
Bowman-Birk pela ligacdo com a ubiquitina (devido a sua similaridade
estrutural na regido C-terminal) pode explicar a importancia da regidao C-
terminal do BTCI (o qual inibe a quimotripsina) no seu efeito anticarcinogénico
previamente demonstrado (Joanitti et al., 2010).

O inibidor de proteassoma Bortezomibe, utilizado no tratamento de
mieloma multiplo e linfoma n&o-Hodgkin (NHL) (Adams, 2004), é capaz de inibir
a ubiquitinacdo de alguns substratos celulares, como histonas, por meio da
inibicdo de proteinas ubiquitina conjugadoras E2 (Xu et al., 2004). O
Bortezomibe apresenta diversos efeitos moleculares como: a parada do ciclo
celular na fase G2/S (Mortenson et al., 2004), a estabilizacdo de proteinas
regulatérias do ciclo celular, a inibicdo da ativacdo do NF-kB, indugédo de
apoptose, entre outros (Adams et al., 1999; Adams, 2004), envolvendo
principalmente a inibicdo da subunidade B5 (atividade quimotripsina-like) do
proteassoma (Crawford et al., 2006). O efeito desse inibidor em células de
cancer de mama também vem sendo estudado (Orlowski e Dees, 2003;
Cardoso et al., 2004). Isso mostra que inibidores de proteassoma também
podem estar associados com a inibicdo da ubiquitinacao.

Recentemente, diversos trabalhos na literatura vém relatando a
associacao entre inibidores da via ubiquitina-proteassoma e o cancer de mama.
Agyin e colaboradores (2009) mostraram que um novo inibidor sintético da
atividade quimotripsina-like do proteassoma 20S, o BU-32, apresenta atividade
antitumoral em células de cancer de mama. O Bu-32 induziu o acumulo de

inibidores de CDKs (quinases dependentes de ciclina) p21 e p27; do gene
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supressor de tumor p53 e de proteinas pré-apoptéticas como Bid (proteina
contendo o dominio BH3) e Bax (proteina X associada a Bcl-2) em células
MCF-7. Outro inibidor sintético do proteassoma, o Z-LLNIle-CHO, derivado do
inibidor de proteassoma MG-132, inibe a atividade quimotripsina-like do
proteassoma, sendo essa inibicdo responsavel pelo efeito citotoxico desse
inibidor em células de cancer de mama (Han et al.,, 2009). O Z-LLNIe-CHO
apresentou efeitos de parada do ciclo celular na fase G2/M e de regulacdo de
proteinas relacionadas a apoptose.

O inibidor BTCI vem sendo estudado como um candidato promissor na
prevencdo e supressdo da carcinogénese, envolvendo efeitos citostaticos e
citotoéxicos em células de cancer de mama. O BTCI, assim como os inibidores
relatados acima, apresentou efeitos inibitérios do ciclo celular na fase G2/S em
células MCF-7 (Joanitti et al., 2010) e inibiu fortemente as trés atividades do
proteassoma 20S.

Como mostrado acima, inibidores de proteassoma com efeitos
anticarcinogénicos apresentam inibicdo principalmente da atividade
quimotripsina-like, o que corrobora com o resultado de que apenas o Pepl,
peptideo derivado do BTCI, com alga reativa contra a quimotripsina, apresenta
efeitos anticarcinogénicos, como o BTCI (Joanitti, 2008). Esse é um indicio de
qgue a principal atividade envolvida nos efeitos antitumorais € a atividade de
quimotripsina. Como mostrado nesse trabalho, essa atividade pode estar
também relacionada com a interacdo de proteinas que se ligam a ubiquitina
(E3 ligase, por exemplo), visto que a regido do BTCI que inibe a quimotripsina
(Pepl) é estruturalmente similar a regido de ligacao a ubiquitina (figura 30).

Diversos trabalhos na literatura mostram a relacdo entre proteinas
ubiquitina E3 ligases e o cancer de mama. A proteina Mdm2 (Murine doble
minute 2) é uma E3 ubiquitina ligase, a qual interage principalmente com a
proteina p53, promovendo sua ubiquitinacdo e posterior degradacdo pelo
proteassoma 26S (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997). A proteina p53
regula o ciclo celular por meio da ativacdo da transcricdo de genes que
controlam a progressédo do ciclo e a manutencdo da integridade gendmica,
levando a parada do ciclo e até mesmo a apoptose (Donehower e Bradley,
1993; Livingstone et al., 1992; Vogelstein e Kinzler, 1992).
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Em glandulas mamaérias, elevados niveis de Mdm2 inibem o
desenvolvimento e a diferenciacdo normal da mama, com varias células
multinucleadas e polipléides, fenétipos comuns de células com p53 inativada
(Lundgren et al.,, 1997). Isso indica que a superexpressdo de Mdm2 esta
diretamente relacionada com o desenvolvimento de tumores, incluindo o cancer
de mama (Courjal et al., 1996; Cuny et al., 2000; Fontana et al., 1994; Marchetti
et al., 1995; McCann et al., 1995; Quesnel et al., 1994) e com o progndstico
ruim de varios canceres humanos. Essa superexpressao esta relacionada a
inativacao de p53, o que indica que inibidores de Mdm2 podem reativar a p53 e
induzir a parada do ciclo celular e a apoptose. Em células MCF-7, contendo
p53 nativa (ndo mutada), agentes quimioterapicos que induzem o aumento dos
niveis de p53 ndo foram téo efetivos devido a superexpressdo de Mdm2 (Wang
et al., 2001).

A enzima Skp2 (proteina associada a quinase na fase S - 2) pertence a
familia de proteinas F-box, que constitui uma das quatro subunidades do
complexo de ubiquitina E3 ligase chamado SCF (Feldman et al., 1997; Skowyra
et al., 1997). Skp2 reconhece a proteina p27 (inibidora do complexo ciclina-
CDK) em uma via dependente de fosforilagdo (Carrano et al., 1999). A p27
regula a progressdo da fase G1 para S, por meio da inibicdo do complexo
ciclina E/CDK-2. Enquanto a p27 € altamente expressada em tecido epitelial da
mama normal, a diminuicdo do nivel da proteina p27 em cancer de mama
primario esta relacionada a um prognéstico ruim (Cariou et al.,, 2000;
Catzavelos et al., 1997; Tan et al., 1997).

Skp2 é superexpressada em varios de tumores humanos, incluindo o
cancer de mama, e a expressao de Skp2 é inversamente correlacionada com a
de p27, o que leva a desregulacdo no ciclo celular (Gstaiger et al., 2001;
Signoretti et al., 2002). A regulacdo do inibidor de CDK, p27, ndo € controlada
no nivel transcricional, mas sim via degradacgéo proteolitica apds ubiquitinacéo,
iniciada pela E3 ligase Skp2 (Traub et al.,, 2006). Em células MCF-7,
estrdgenos causam a superexpressao de Skp2 (Foster et al., 2003).

Considerando a importancia dessa via de regulacdo do ciclo celular
envolvendo as proteinas acima relacionadas, a investigacdo de inibidores de
proteinas, principalmente as do tipo “E3” é fundamental para o tratamento do

cancer de mama. Vale ressaltar que varias ubiquitina E3 ligases estao
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associadas com a regulacdo negativa (marcacdo para degradacédo) de
proteinas chave no controle do ciclo celular.

Outra E3 ligase bastante relatada na literatura, envolvida no cancer de
mama € a proteina BRCA1L. A atividade de ubiquitina ligase (E3) da BRCAL1 &,
até entdo, a Unica atividade bioquimica relatada para essa proteina (Lorick et
al., 1999; Ruffner et al., 2001). O gene BRCA1 (cancer de mama 1, inicio
precoce) é um importante supressor de tumor. Mutacfes nesse gene em
células germinativas estdo presentes em aproximadamente 50% dos casos de
cancer de mama herdados, e a aquisicdo de um unico alelo defeituoso leva a
predisposicao tanto do cancer de ovario, quanto do cancer de mama (King et
al., 2003).

Células com mutacdo no gene BRCAL1 exibem elevados niveis de
cromossomos aberrantes, com quebras no DNA e mudangcas na cromatina,;
aumento de sensibilidade a agentes que danificam o DNA e defeitos nas
funcdes de checagem do ciclo celular (Venkitaraman, 2002). A proteina BRCA1
€ necessaria também para a parada do ciclo celular nas fases S e G2/M, apés
danos no DNA (Xu et al., 2001). A proteina de interacdo com BRCA1 mais
importante é a BARD1 (BRCA1l-associated RING domain 1) e essa associa¢ao
é requerida para a funcdo de E3 ligase da BRCAL (Lorick et al., 1999; Ruffner
et al., 2001). Nas células, a maioria das proteinas BRCA1l é encontrada
associada com BARD1, sugerindo que essas proteinas funcionam juntas em
um complexo heterodimero (Boulton et al., 2004).

Todos esses dados apresentados mostram que proteinas E3 ligases
podem estar envolvidas no desenvolvimento de tumores quando sao
superexpressadas (no caso de Mdm2 e Skp2) ou inativadas (no caso de
BRCAL1). Portanto, proteinas que interajam com essas ubiquitina ligases podem
ser importantes no tratamento do cancer. O BTCI, por apresentar similaridade
estrutural com a ubiquitina, em sua regido de reconhecimento, pode estar
envolvido nessas vias de ubiquitinacdo, interagindo com proteinas E3 ligases e,
consequentemente, atuando diretamente nos efeitos anticarcinogénicos, como
demonstrados anteriormente (Joanitti et al., 2010). Supondo que o BTCI
compete com a ubiquitina pelo seu reconhecimento pela E3 ligase, ele pode
diminuir os efeitos de proteinas E3 superexpressadas, como a Mdm2

(superexpressada em ceélulas MCF-7) e Skp2, e assim, estabilizar proteinas
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regulatérias do ciclo celular, induzindo efeitos citotoxicos e citostaticos desse
inibidor, como foi observado em células de cancer de mama MCF-7 (Joanitti et
al., 2010). Embora os dados obtidos nessa dissertacdo e aqueles publicados
recentemente (Joanitti et al., 2010) apontam para um possivel efeito do BTCI
na via de ubiquitinacdo, ensaios complementares precisam ser realizados
visando a compreenséao do papel desse inibidor diretamente com membros da
familia E3 ligases.

O BTCI vem sendo estudado como potencial molécula
anticarcinogénica, entretanto, o0 mecanismo molecular envolvido nesse efeito,
ainda nao foi elucidado. Estudos morfolégicos e de viabilidade celular ja foram
relatados, indicando que o BTCI reduz significativamente a viabilidade de
células MCF-7 de maneira dose-dependente. O BTCI também induz efeitos
citostaticos (Joanitti et al., 2010), o que pode estar relacionado com
modificacdes na expressdo/producdo de proteinas regulatérias do ciclo celular.
A via-ubiquitina proteassoma é a principal via responsavel pela regulacdo de
proteinas regulatorias do ciclo celular, como as ciclinas e os inibidores de CDK
(Sherr e Roberts, 1999).

Diversas andlises morfologicas em células de cancer de mama, como a
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, modificacbes na
integridade da membrana e exposicdo de fosfatidilserina (fosfolipidio) na
membrana plasméatica caracterizaram a via de morte celular do BTCI com a
apoptose. Andlises estruturais de células MCF-7 tratadas com BTCI também
indicaram fragmentacdo da membrana plasmatica, desorganizacdo do
citoplasma, presenca de vesiculas com membrana dupla, aumento do tamanho
lisossomal, baixa acidificacdo do lisossoma e aumento da acidificacdo do
citoplasma. Essas caracteristicas indicam que o BTCI induz morte celular por
permeabilizacdo da membrana lisossomal (LMP) (Joanitti et al., 2010). O LMP
€ caracterizado por uma perturbacdo da fungdo da membrana do lisossomo
levando a translocacao de hidrolases lisossomais do [imem do lisossoma para
o restante da célula (Kirkegaard e Jaattela, 2009). Frequentemente, essas
hidrolases levam a apoptose por inducéo de permeabilizacdo da membrana
mitocondrial e ativacdo de caspase (Groth-Pedersen et al., 2007; Kirkegaard e
Jaattela, 2009).
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Todos esses dados indicaram que o BTCI apresentou efeitos citostaticos
e citotoxicos em células de cancer de mama associado com processos de
apoptose e de permeabilizacdo da membrana lisossomal (Joanitti et al., 2010).
Similarmente, Berndtsson e colaboradores (2009) mostraram que inibidores de
proteassoma podem induzir a apoptose via permeabilizacdo da membrana
lisossomal em células de cancer de mama, o que corrobora com 0s resultados
mostrados nesse trabalho. O BTCI, ao inibir a via ubiquitina-proteassoma pode
induzir efeitos de morte celular, sendo esse o primeiro passo na elucidacao das
vias moleculares nas quais esse inibidor esta envolvido.

Inibidores de proteassoma relacionados com a via de permeabilizacéo
da membrana lisossomal (LPM) induziram estresse no reticulo endoplasmatico
e acumulo de proteinas ubiquitinadas de alta massa molecular sem, no
entanto, inibir diretamente a atividade catalitica do proteassoma 20S
(Berndtsson et al., 2009). O inibidor de proteassoma Bortezomibe apresentou
inducdo de estresse pro-apoptético no reticulo endoplasmatico, mas com
inibicdo direta das atividades quimotripsina-like e caspase-like do proteassoma
20S (Fribley e Wang, 2006). Esses dados mostram que inibidores de
proteassoma podem estar envolvidos em diversas vias moleculares que levam
a apoptose. Como o BTCI nao induziu acumulo de proteinas ubiquitinadas em
células de cancer mama (figura 29), mas apresentou forte inibicdo das trés
atividades cataliticas do proteassoma 20S (figura 13), € provavel que esse
inibidor esteja associado com a via de apoptose por permeabilizacdo da
membrana lisossomal de forma mais complexa.

O envolvimento de inibidores Bowman-Birk na via ubiquitina-
proteassoma em células de cancer de mama foi relatado por Chen e
colaboradores 2005, para o inibidor Bowman-Birk extraido de sementes de soja
(BBI). O BBI inibe a atividade quimotripsina-like do proteassoma 26S em
células MCF-7 e esta associado com o acumulo de proteinas ubiquitinadas e
de substratos do proteassoma como a p21 e a p27. O inibidor também induziu
0 aumento de ciclinas D e E, e contribuiu para a interrup¢ao do ciclo celular na
fase G1/S. Além disso, o BBI causou a diminuicdo de proteinas ERK %
fosforiladas (quinase relacionada com sinais extracelulares), por meio do
acumulo da fosfatase de MAP quinase 1 (MKP - 1). A MKP-1 é degradada pela

via ubiquitina-proteassoma e retira fosfatos da ERK Y2, um de seus substratos,
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inativando-a (Chen et al., 2005). Em células de osteosarcoma (U20S), a
inibicdo do proteassoma pelo BBI também induziu a ativacdo da conexina-43,
um gene supressor de tumor (Saito et al., 2007).

O BTCI apresenta estrutura tridimensional e atividade inibitoria contra a
quimotripsina e a tripsina semelhantes as do inibidor de protease BBI,
entretanto apresentou diferencas nos efeitos anticarcinogénicos quando
comparado com o BBI. O BBI causa apenas efeitos citostaticos em células
cancerosas (Chen et al., 2005; Saito et al., 2007), enquanto o BTCI causa
efeitos citostaticos e citotoxicos. Além disso, o BBI promove a parada do ciclo
celular na fase G1/S, inibe apenas a atividade quimotripsina-like do
proteassoma e induz o acumulo de proteinas ubiquitinadas (Chen et al., 2005).
O BTCI induz a parada do ciclo celular na fase G2/M (Joanitti et al., 2010), inibe
as trés atividades proteoliticas do proteassoma (figura 13), além de néo
apresentar acumulo de proteinas ubiquitinadas em células de cancer de mama
(figura 29).

O BBl e o BTCI tém sido descritos como importantes agentes na
supressdo da carcinogénese (Joanitti et al., 2010; Kennedy, 1998). Entretanto,
essas moléculas parecem ndo estar envolvidas nas mesmas vias moleculares
relacionadas ao cancer de mama, como apresentado acima. Os resultados
desse trabalho indicam que o BTCI ndo sé estd envolvido com a inibicdo do
proteassoma, mas também com outras vias moleculares, como as de ubiquitina
E3 ligases.

O trabalho aqui apresentado é o primeiro estudo realizado analisando
vias moleculares e interacbes com proteinas envolvidas no efeito
anticarcinogénico do BTCI em células de cancer de mama. Esse trabalho
indica que o BTCI interfere na via ubiquitina-proteassoma de forma complexa,
associando-se tanto ao proteassoma como as proteinas de ligacdo a ubiquitina
(E1, E2 e/ou E3 ligases), o que leva a desregulacdo no ciclo celular e posterior
parada no crescimento celular e morte. Entretanto, diversos outros estudos
ainda precisam ser realizados para elucidar o mecanismo de acao do BTCI na
terapia contra o cancer.

Varios trabalhos mostram que a interagdo com o0 proteassoma e as
ubiquitinas E3 ligases esta envolvida em efeitos anticarcinogénicos (Revisado

por Voorhees et al.,, 2003 e por Sun, 2003). Portanto, o BTCI, por estar
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relacionado com a via ubiquitina-proteassoma, torna-se um agente
anticarcinogénico ainda mais promissor com vistas ao tratamento e prevencao

de cancer de mama.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

9. CONCLUSOES

O BTCI inibe as trés atividades proteoliticas do proteassoma
20S: quimotripsina, tripsina e caspase-like. O inibidor apresenta
maior afinidade pelo sitio da tripsina e menor, pelo sitio da

caspase.

O peptideo derivado do BTCI, Pepl, inibe as trés atividades do
proteassoma 20S com afinidades diferentes, sendo as
atividades quimotripsina-like e caspase-like a mais inibida e a

menos inibida, respectivamente.

O peptideo derivado do BTCI, Pep2, inibe a atividade tripsina-
like do proteassoma 20S. Ele ativa a atividade de quimotripsina
em baixas concentra¢cdes, mas em concentracfes mais altas,

inibe essa atividade em aproximadamente 50%.

O BTCI e o proteassoma 20S formam complexos estaveis em

temperaturas até 55°C e em pHs neutros e basicos.

NaCl promove a dissociacdo do complexo BTCI-Proteassoma
20S.

O proteassoma 20S € estavel em pHs neutros e basicos, até
55°C. A partir dessa temperatura ocorre provavelmente

dissociacdo das subunidades desse complexo proteolitico.
Em pHs acidos, o proteassoma 20S apresenta alta estabilidade

até 95°C, o que pode ser explicado pela sua tendéncia de

agregacao.
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8)

9)

10)

11)

12)

O BTCI atravessa a membrana das células de cancer de mama
MCF-7 e é citolocalizado com o proteassoma no ndcleo e no

citoplasma.

O BTCI, assim como o Pepl, causam ligeira diminuicdo da
ubiquitinacdo de proteinas em células MCF-7. O Pep2 causa
diminuicdo de ubiquitinagcdo com 2 horas de incubacéo, efeito

nao mais evidenciado com 4 horas.

O BTCI apresenta similaridade estrutural de 39% com a
ubiquitina, principalmente na regido C-terminal de ambas as
moléculas. A regido C-terminal do BTCI (Pepl) inibe a atividade

guimotripsina-like.

Os resultados acima indicam que o BTCI inibe as atividades do
proteassoma 20S e provavelmente também esta envolvido na
inibicdo de enzimas (E3 ligase, por exemplo) relacionadas com
a ubiquitinacdo de proteinas celulares.

Os dados deste trabalho indicam, portanto, que a via ubiquitina-

proteassoma esta relacionada aos efeitos anticarcinogénicos do
inibidor BTCI em células de cancer de mama, MCF-7.
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