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RESUMO 
 

Dietas ricas em leguminosas têm sido associadas à baixa incidência de 

câncer em populações humanas, sendo essas plantas, ricas em inibidores de 

proteases. O BTCI (black-eyed pea trypsin/chymotrypsin inhibitor) é um inibidor 

de protease da família Bowman-Birk, isolado de sementes da leguminosa 

Vigna unguiculata (feijão-de-corda), que inibe a tripsina e a quimotripsina 

simultaneamente. Diversos estudos mostraram o efeito de um Inibidor 

Bowman-Birk (BBI) no controle de vários tipos de câncer. Recentemente, o 

BTCI foi caracterizado como um agente anticarcinogênico em estudos in vitro 

utilizando células de câncer de mama. Os resultados encontrados nesse 

estudo apontam para efeitos citotóxicos e citostáticos, no entanto, o 

mecanismo molecular envolvido nesses eventos ainda não foi elucidado. 

Considerando que o câncer está, de forma geral, relacionado a disfunções no 

ciclo celular, a via ubiquitina-proteassoma torna-se alvo promissor para o 

controle de células cancerosas. A investigação dos efeitos do BTCI no 

proteassoma é uma das principais metas que nortearam o presente trabalho. A 

caracterização físico-química e molecular da associação BTCI-proteassoma é 

fundamental para a compreensão da atividade do BTCI, relacionada ao 

controle do ciclo celular de células de câncer de mama, visando à possível 

aplicação desse inibidor como agente anticarcinogênico.  

O BTCI apresentou inibição contra as três atividades proteolíticas do 

proteassoma 20S: quimotripsina, tripsina e caspase-like. Adicionalmente, 

peptídeos derivados do BTCI, com apenas um sítio de inibição, apresentaram 

inibição do proteassoma com menor afinidade, ou ativação de algumas 

atividades proteolíticas desse complexo macromolecular. O BTCI e o 

proteassoma 20S formaram complexos estáveis em temperaturas até 55ºC e 

em pHs neutros e básicos, sendo esse complexo sensível ao NaCl. Estudos in 

vitro mostraram que o BTCI é colocalizado com o proteassoma em células de 

câncer de mama MCF-7 no citoplasma e no núcleo e não altera a ubiquitinação 

de proteínas nessas células. O peptídeo derivado de BTCI, Pep1, que inibe o 

sítio da quimotripsina, não afeta o conteúdo de proteínas ubiquitinadas nas 

células MCF-7, o que pode estar relacionado com a inibição de proteínas E3 

ligase, envolvidas na ubiquitinação de proteínas celulares. Esses dados 

indicam que a via ubiquitina-proteassoma está relacionada aos efeitos 

anticarcinogênicos do inibidor BTCI em células de câncer de mama, MCF-7, o 

que justifica a ampliação dos estudos nessa linha de pesquisa, visando à 

aplicação biotecnológica desse inibidor na terapia contra o câncer de mama. 

 
Palavras-chave: Vigna unguiculata, inibidor Bowman-Birk, via ubiquitina-

proteassoma, câncer de mama.  
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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, Pep1, 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Considerações gerais 

 

O BTCI (Black-eyed pea Trypsin and Chymotrypsin Inhibitor) é um 

inibidor de serinoproteases, da família Bowman-Birk, extraído de sementes de 

Vigna unguiculata, popularmente conhecida como feijão-de-corda (Ventura et 

al., 1966). Essa proteína inibe simultaneamente a quimotripsina e a tripsina, 

formando complexos estáveis (Ventura et al., 1975). Os estudos com esse 

inibidor iniciaram-se há mais de trinta e cinco anos, com caracterizações físico-

químicas, bioquímicas e biofísicas, desenvolvidos no laboratório de biofísica da 

UnB. Recentemente, a estrutura tridimensional cristalográfica desse inibidor foi 

resolvida e estudos de aplicações biotecnológicas estão em andamento.  

Dietas ricas em leguminosas têm sido associadas à baixa incidência de 

câncer em populações humanas. Considerando que leguminosas são fontes 

ricas em inibidores de protease, essas moléculas podem ser as principais 

responsáveis pela ação protetora contra o câncer nas populações 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 

câncer (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 BTCI em células de câncer de mama (Joanitti et al., 2010).  

Considerando que o câncer está, de forma geral, relacionado a 

disfunções no ciclo celular e que o complexo proteolítico proteassoma é vital 

para esse controle, moléculas que interajam com o proteassoma podem estar 

associadas ao controle do câncer. O proteassoma apresenta 3 subunidades 

catalíticas com atividades caspase, quimotripsina e tripsina-like (Orlowski e 

Wilk, 2000; Groll e Huber, 2003). Os inibidores Bowman-Birk apresentam 

atividade inibitória contra essas proteases e, como inicialmente mostrado por 

Chen e colaboradores (2005), podem interagir com o complexo 

macromolecular proteassoma. A via de inibição do proteassoma pelos 

inibidores de proteases pode ser uma alternativa para o controle do ciclo 
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celular e/ou a morte de células cancerosas, o que torna inibidores de proteases 

alvos de estudo para o tratamento de diversos tipos de câncer e, entre eles, o 

câncer de mama. A seguir estão apresentados itens referentes às descrições 

de tópicos relevantes para o estudo proposto nessa dissertação, relacionados 

ao papel de inibidores Bowman-Birk, em particular o BTCI, no controle da 

atividade proteolítica do proteassoma de células de câncer de mama. Os 

resultados a serem apresentados nesse trabalho podem, como perspectivas 

futuras, direcionar estudos visando a compreensão do mecanismo envolvido no 

controle da proliferação e viabilidade das células de câncer de mama.      

 

 

1.2 Câncer de mama 

 

1.2.1 Aspectos gerais 

 

O câncer de mama é a neoplasia maligna mais comum entre mulheres 

de todo o mundo e a principal causa de câncer relacionada com mortalidade 

(Hortobagyi et al., 2005). Mais de 1,2 milhões de casos são diagnosticados a 

cada ano, afetando 10 - 12% da população feminina, contabilizando 500.000 

mortes por ano no mundo. Embora o câncer de mama seja predominante em 

países industrializados, as taxas desse câncer vêm crescendo também em 

países não-industrializados (Porter, 2008). 

No Brasil, são esperados 49.400 novos casos em 2010, com risco 

estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres. Embora seja considerado um 

câncer de prognóstico 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 incidência de câncer é 

bem maior nas faixas etárias acima de 41 anos (figura 1) e, na maioria dos 

casos, a doença é diagnosticada em estágios avançados (Inca, 2010). 
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Figura 1. Incidência do câncer de mama no Brasil, de acordo com  

faixas etárias, nas mulheres (dados do Instituto Nacional do Câncer – INCA, de 2007). 

Disponível em <http://www.mamainfo.org.br>. 

 

 

As taxas de mortalidade por câncer de mama caíram em muitas nações 

industrializadas, desde a década de 90, tendo, anteriormente, se mantido 

estável ou crescido por várias décadas consecutivas (Ravdin et al., 2007; Beral 

et al., 1995; Peto et al., 2000). Essa diminuição da mortalidade tem sido 

atribuída principalmente à introdução da mamografia e do tratamento 

quimioterápico com tamoxifeno (Modulador Seletivo do Receptor de Estrógeno) 

(Berry et al., 2005). 

O câncer de mama é uma doença que ocorre principalmente no período 

pós-menopausa, com mais de 3/4 de tumores hormônio-responsivos. Essa 

dependência hormonal, juntamente com o ambiente e fatores genéticos, 

determina a incidência e progressão da doença (Hankinson et al., 2004). 

 A idade e o sexo feminino são os principais fatores de risco do câncer de 

mama, com um aumento das taxas de incidência entre 35 e 39 anos, e 

posterior nivelamento a partir dos 80 anos (Anderson et al., 2005). No entanto, 

a taxa de aumento é menor em torno da idade de 50 anos, correspondente à 

idade média de menopausa (Clemmesen, 1948). O câncer de mama em 

homens ainda é raro, somando menos de 1% dos casos de neoplasia mamária 

(D‟Avanzo e La Vecchia, 1995).  
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 O câncer de mama pode ter origem genética. Quando vários parentes de 

primeiro grau são afetados, a causa é provavelmente hereditária e atribuída à 

susceptibilidade a mutações em genes de alto risco, tais como BRCA1 e 

BRCA2 (Robson e Offit, 2007). Esses são genes supressores de tumor que 

apresentam um padrão de herança autossômica dominante. Mutações nesses 

genes são responsáveis por 3/4 dos casos de câncer de mama hereditários (5 -

10% de todos os casos desse câncer) (Ford e Easton, 1995). 

A diferenciação física de nódulos benignos ou malignos da mama não é 

simples. Para uma avaliação clínica completa é necessária a integração de 

informações de exames clínicos, de imagens radiológicas e de uma biópsia 

pericutânea. O diagnóstico de mamografia pode confirmar uma suspeita de 

malignidade, sendo que somente em 10% dos casos, essa malignidade não é 

mostrada por mamografia (Smith, 2007). 

Apesar da alta incidência de câncer de mama entre mulheres, as 

melhorias nos tratamentos, juntamente com as técnicas de diagnóstico, estão 

ocasionando queda, mesmo que mínima, da mortalidade. O controle da doença 

aumenta a sobrevida; e uma maior atenção às questões cirúrgicas e o 

melhoramento de técnicas de radioterapia tem reduzido a reincidência do tumor 

em pacientes após cirurgia de conservação da mama (quando não ocorre 

mastectomia). Além disso, o perfil molecular da doença pode fornecer 

informações individuais preditivas sobre a manifestação da doença, o que 

permite orientar a aplicação clínica de terapias biológicas e racionalizar sua 

integração com tratamentos sistêmicos convencionais (Benson et al., 2009). 

Avanços em terapias anti-câncer têm ocorrido a partir de uma 

combinação de agentes citotóxicos com vários alvos moleculares. A justificativa 

para o uso de diferentes alvos moleculares e uma combinação de terapias tem 

sido validadas por experimentos que visam novas drogas contra o câncer, 

utilizando-se agentes que afetam as vias de apoptose (Chen et al., 2006), 

migração e invasão (Sierra, 2005), angiogênese (Broxterman e 

Georgopapadakou, 2005; Morabito et al., 2006), transdução de sinal de células 

tumorais (Adjei, 2006), balanço entre síntese e degradação de proteínas 

(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.  
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1.2.2 Ciclo celular 

 

A perda da regulação normal do ciclo e divisão celular são eventos 

importantes no desenvolvimento do câncer. Complexas redes de fatores 

regulatórios estão relacionadas ao desenvolvimento do tumor, tais como as 

resultantes de danos no DNA, de falhas no ciclo celular e do controle de 

sobrevivência e morte celular (Meeran e Katiyar, 2008). 

Ao longo da evolução, células desenvolveram vários 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 progressão do ciclo para garantir que 

processos como a replicação do DNA e a mitose ocorram de forma completa 

(Hartwell e Weinert, 1989). A correta progressão do ciclo celular depende da 

capacidade da célula de traduzir sinais extracelulares, tais como estímulos 

mitogênicos e da matriz extracelular, a fim de assegurar que a replicação do 

DNA e a divisão celular ocorram eficientemente. 

O ciclo celular em células eucarióticas é dividido em quatro fases: 

Intervalo fase 1 (G1), síntese de DNA (S); Intervalo fase 2 (G2), onde a célula 

se prepara para a própria divisão, 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, G0, onde a célula não prossegue no 

ciclo celular, mas pode voltar ao mesmo após receber estímulos para a 

proliferação (figura 2) (Molinari, 2000). 
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Figura 2. Figura simplificada do ciclo celular. O ciclo celular apresenta 4 fases distintas: 

intervalo 1 (G1), síntese de DNA (S), intervalo 2 (G2) e finalmente a mitose (M). Células 

quiescentes que não estão ativas no ciclo celular se encontram em fase G0. Adaptado de 

Coleman et al., 2004. 

 

 

O rápido processo na mitose celular inclui o alinhamento cromossômico 

na metáfase, segregação dos cromossomos homólogos na anáfase e posterior 

divisão do material genético levando à interfase seguinte. A interfase é 

constituída de repouso e seguida por crescimento celular (fase G1) e posterior 

duplicação do material genético na fase S, sucedida de uma checagem na fase 

G2 antes que ocorra a mitose. A refinada regulação do ciclo de divisão celular 

é essencial para a duplicação de informação genética com altíssima fidelidade, 

e para a segregação correta destas informações durante a mitose (McDonald e 

El-Deiry, 2000). 

A fim de garantir a adequada progressão do ciclo celular, as células 

passam por diversos pontos internos de checagem para verificar se as fases do 

ciclo estão ocorrendo de forma completa, antes de passar para a próxima 

etapa. Entre esses pontos, a mudança de fase do ciclo é estreitamente 

regulada por complexos de quinases dependentes de ciclinas (CDK), que são 

ativadas quando ligadas às proteínas reguladoras (ciclinas) (Hartwell e Kastan, 

1994; Michalides, 1999; Pinto et al., 2005). 
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CDKs são proteínas quinases que requerem ligação a subunidades de 

ciclinas para tornarem-se cataliticamente competentes. Diferentes membros da 

família CDK, em associação com ciclinas diferentes, representam ativações 

para vários pontos do ciclo celular. Complexos ciclina-CDK são regulados por 

fosforilação e por interações com outras proteínas regulatórias (Sherr e 

Roberts, 1999).  

A progressão do ciclo celular é promovida pela oscilação na atividade de 

quinases dependentes de ciclina e pela proteólise da via ubiquitina-

proteassoma, a qual regula a atividade de CDK, por degradação de ativadores 

e inibidores da CDK. Em mamíferos, três diferentes proteínas p21, p27 e p57 

formam a família de inibidores de CDK (CKI) (Sherr e Roberts, 1999). Além 

disso, a proteólise do proteassoma é crucial durante a mitose por provocar a 

transição da metáfase para a anáfase (King, 1996). 

 

1.2.3 Via ubiquitina-proteassoma e o câncer de mama 

 

Diversas proteínas bem estudadas na área clínica do câncer de mama, 

que atuam como oncogenes, genes supressores de tumor ou fatores de 

prognóstico são, em maioria, participantes da via de ubiquitinação (Ohta e 

Fukuda, 2004).  

A via de proteólise ubiquitina-proteassoma regula uma série de 

processos celulares, onde reações rápidas e irreversíveis são necessárias. 

Entre eles está o controle do ciclo celular. Embora as quinases dependentes de 

ciclina (CDKs) sejam estáveis durante o ciclo celular, inibidores de CDKs (CKI), 

como famílias de ciclinas e de p21, são temporalmente expressos (Koepp et 

al., 1999). Seus níveis relativos determinam onde as CDKs estão ativas ou 

inativas. Essa expressão temporal é mediada por degradação dependente da 

via ubiquitina-proteassoma. Ciclinas e CKIs, cujos níveis de expressão são 

alterados no câncer de mama, incluem a ciclina D1, a ciclina E1 e a p27. Elas 

são proteínas do ciclo celular que regulam a progressão do ciclo na transição 

da fase G1/S (Ohta e Fukuda, 2004). No nível de tradução, a ciclina D1 é 

superexpressada em 30-50% dos cânceres de mama humanos e está 
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relacionado a um oncogene nesse tipo de câncer (Musgrove et al., 1994; Wang 

et al., 1994; McIntosh et al., 1995). 

A transição G1/S também é regulada pela proteína E3 ubiquitina-ligase 

do tipo complexo SCF (Feldman et al., 1997; Skowyra et al., 1997). O SCF 

consiste em quatro subunidades: SKP1, CUL1, uma proteína F-box, e 

ROC1/Rbx1/Hrt1 (Zheng et al., 2002). Proteínas F-box são subunidades 

receptoras que permitem a seletividade do substrato e interagem, na maioria 

dos casos, com substratos fosforilados. Várias proteínas F-box têm sido 

identificadas e cada uma interage com substratos específicos. 

A primeira proteína F-box identificada, Skp2, liga a proteína p27 ao 

complexo SCF (Zhang et al., 1995; Carrano et al., 1999; Sutterlüty et al., 1999). 

Skp2 especificamente reconhece a p27 em uma via dependente de fosforilação 

(Carrano et al., 1999). Camundongos que não expressam a proteína Skp2 

exibem acúmulo de p27 (Nakayama et al., 2000). Skp2 é superexpressada em 

vários de tumores humanos, incluindo o câncer de mama, e a expressão de 

Skp2 é inversamente correlacionada com a de p27 (Gstaiger et al., 2001; 

Signoretti et al., 2002). A presença de Skp2 elimina os efeitos dos reagentes 

anti-estrógeno na proliferação normal de células epiteliais da mama humana 

(Signoretti et al., 2002). Isso sugere que a não regulação da expressão de 

Skp2 pode resultar no desenvolvimento de um potencial oncogênico em células 

da mama (Ohta e Fukuda, 2004).  

O gene BRCA1, de susceptibilidade ao câncer de mama e ovário, é 

provavelmente o gene mais estudado no campo do câncer de mama, devido a 

suas funções múltiplas e importância clínica. Esse gene apresenta mutação 

heterozigota em famílias predispostas ao câncer de mama e ovário (Mani e 

Gelmann, 2005). A proteína BRCA1 consiste em um domínio RING-finger 

amino-terminal, que inclui um sinal de localização nuclear e um domínio que se 

liga várias proteínas celulares (Miki et al., 1994). BRCA1 tem sido relacionada 

com vários processos biológicos como o reparo de DNA, o controle do ciclo 

celular, a regulação da transcrição, a apoptose e a duplicação do centrossomo. 

A função bioquímica conhecida para BRCA1 é a sua atividade E3 ubiquitina 

ligase (Ohta e Fukuda, 2004). 

A proteína BRCA1 forma um heterodímero com outra proteína de 

domínio RING-finger, BARD1, para formar uma E3 ligase mais potente (Wu et 
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al., 1996; Xia et al., 2003). O complexo BRCA1/BARD1 catalisa a 

autoubiquitinação via polimerização na lisina-6 da molécula de ubiquitina, sítio 

de polimerização incomum que pode mediar a estabilidade da proteína ao 

invés de marcá-la para degradação (Nishikawa et al., 2003; Wu-Baer, et al. 

2003). BRCA1/BARD1 liga-se à 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 catalítica em cerca de 20 vezes (Mallery et al., 2002). 

Estrógenos apresentam ação tecido-específica, o que é de grande 

importância no desenvolvimento de tecidos de mama normais, bem como 

tecidos tumorais. A interação do estrógeno com seu receptor, um receptor de 

hormônio nuclear, induz a atividade transcricional do receptor. 

Aproximadamente metade dos cânceres de mama são positivos para receptor 

de estrógeno α (ER α) e, provavelmente, são estrógeno-dependentes. A via 

proteolítica ubiquitina-proteassoma é um dos mecanismos envolvidos na 

sinalização de ER. As células sob tratamento com estradiol apresentam 

ubiquitinação da ER α aumentada (Nirmala e Thampan, 1995). Essa 

ubiquitinação é importante para degradação da ER por meio da via proteolítica 

dependente de proteassoma, e é também necessária para transativação 

eficiente da ER. Tratamento de células HeLa transfectadas com ER α, com o 

inibidor de proteassoma MG 132, estabiliza os níveis de ER, mas prejudica a 

transcrição mediada por ER α (Lonard et al., 2000). Alguns antagonistas de 

receptores, incluindo tomoxifeno, o qual é um anti-estrógeno usado na terapia 

contra o câncer de mama, estimula a degradação dependente de proteassoma 

da ER α (Pearce et al., 2003; Preisler-Mashek et al., 2002). É provável que o 

efeito anti-estrógeno de tais ligantes antagonistas seja, ao menos em parte, 

mediado pela modificação da degradação da ER α dependente da via 

ubiquitina-proteassoma (Ohta e Fukuda, 2004). 
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1.3 Proteassoma 

 

1.3.1 Características gerais 

 

 O proteassoma é um complexo protéico essencial de células 

eucarióticas e procarióticas que apresenta atividade proteásica multicatalítica, 

sendo o responsável pela degradação da maioria das proteínas celulares. Ele 

está presente tanto no citoplasma quanto no núcleo, podendo representar até 

1% das proteínas celulares totais (Coux et al., 1996). Em células de mamíferos, 

proteassomas são principalmente encontrados no citoplasma, mas também 

apresentam associação com elementos do citoesqueleto, núcleo e membrana 

plasmática. Entretanto, a taxa de associação do proteassoma com diferentes 

organelas varia nos diferentes tipos celulares (Wojcik e DeMartino, 2003). 

A principal função desse complexo é catalisar a degradação de 

proteínas e pequenos peptídeos, desempenhando papel na degradação de 

proteínas anormais e proteínas regulatórias. O proteassoma está envolvido na 

regulação do ciclo celular (Ghislain et al., 1993), apresentação de antígenos 

(Rock e Goldberg, 1993), processos oncogênicos (Scheffner et al., 1992), 

regulação da transcrição e tradução (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 junção do núcleo catalítico 

(proteassoma 20S) a dois complexos regulatórios (19S). O proteassoma 20S 

apresenta massa molecular de 700 kDa e é altamente conservado, sendo 

encontrado em bactérias (Tamura et al., 1995), arqueias (Rivett, 1993) e em 

todas as células eucarióticas. 

 

1.3.2 Proteassoma 20S 

 

O proteassoma 20S degrada inespecificamente, in vitro, proteínas 

desnaturadas ou peptídeos, independentemente de ATP (Lupas et al., 1993). 

Os primeiros estudos da organização estrutural do proteassoma ocorreram 

após o isolamento do complexo 20S da arqueia Thermoplasma acidophilum 
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(Dahlmann et al., 1989). Esses estudos revelaram que o proteassoma é 

composto por dois anéis externos formados, cada um, por sete subunidades do 

tipo α, e dois anéis internos formados, cada um, por sete subunidades do tipo 

β, resultando no arranjo α7β7β7α7 (Pühler et al., 1992). O proteassoma 

eucarioto difere do proteassoma de T. acidophilum, por apresentar 7 tipos 

diferentes de subunidades α e 7 tipos diferentes de subunidades β, formando 

um arranjo estrutural do tipo α1-7β1-7β1-7α1-7 (Baumeister et al., 1998). O 

complexo 20S é composto por um canal central e três compartimentos, dois 

localizados entre os anéis α e β e o terceiro localizado no centro do complexo, 

entre os anéis β, correspondendo ao sítio catalítico (Lupas et al., 1993; Löwe et 

al., 1995; Weissman et al., 1995; Coux et al., 1996). A estrutura tridimensional 

do proteassoma 20S de T. acidophilum foi elucidada por difração de raios-X 

(Löwe et al., 1995). 

Os anéis externos do complexo 20S apresentam as funções: interação 

com complexos regulatórios, controle do acesso de proteínas ao 

compartimento interno, participação na montagem do complexo e ativação das 

subunidades do tipo β. As subunidades do tipo β estão envolvidas na atividade 

proteolítica da partícula, onde, dentre as sete subunidades β que formam o 

anel, apenas 3 são ativas: β1 (Y), β2 (Z) e β5 (X) (Griffin et al., 1998). A 

subunidade β1 é responsável pela atividade peptidil-glutamil hidrolase/caspase-

like (PGPH), a β2 é responsável pela atividade tripsina-like e a β5, 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) Representação esquemática das subunidades do 

proteassoma. Os sítios ativos são formados no N-terminal das subunidades β1, β2 e β5. Os 

substratos preferenciais para esses sítios são: β1 – substratos de PGPH, β2 – substratos de 

tripsina-like e β5 – substratos de quimotripsina-like. (b) Representação da superfície molecular 

do proteassoma mostrando as subunidades em cores distintas. Os sítios ativos (amarelo) são 

separados no canal catalítico central. Substratos e produtos passam através de uma abertura 

denominada α-annulus (verde) no centro do anel formada pelas subunidades α. Adaptado de 

Rechsteiner e Hill, 2005. 

 

 

Além do proteassoma “constitutivo” descrito, também existe o 

imunoproteassoma, que é induzido por infecções microbianas e por citocinas 

imunomoduladoras, como o interferon (IFN)-γ. Esta citocina induz a expressão 

de três subunidades proteassomais em mamíferos, β1i (LMP2), β5i (LMP7) e 

β2i (MECL-1), que são incorporadas no lugar das subunidades β (Y, X e Z, 

respectivamente) para formar imunoproteassomas. O imunoproteassoma 

contribui para a produção eficiente de epítopos para linfócitos T citotóxicos e 

participa no processamento de antígenos restrito à via de MHC (complexo 

principal de histocompatibilidade) de classe I e à imunidade mediada por 

células (Tanaka e Kasahara, 1998; Kloetzel, 2001; Rock et al., 2002).  
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1.3.3 Atividade catalítica do proteassoma 20S 

 

Todas as subunidades β do proteassoma são membros de uma família 

de proteínas que divergiram de um único ancestral, possivelmente similar à 

subunidade β de arquéia. Entretanto, apenas três subunidades, β1, β2 e β5 

são proteoliticamente ativas nos eucariotos, apresentando uma treonina 

nucleofílica na região N-terminal. As outras subunidades β (β3, β4. β6 e β7) 

são inativas e incapazes de realizar autólise. β3, β4 e β6 não apresentam a 

treonina nucleofílica na posição 1, e a subunidade β7 apresenta uma arginina 

33 e uma fenilalanina 129 ao invés de uma lisina e uma serina, 

respectivamente (Groll et al., 1999). As subunidades catalítica do proteassoma, 

β1, β2 e β5, são processadas de forma autocatalítica e independente 

(Schmidtke et al., 1996). 

A função das subunidades β não ativas pode estar relacionada com a 

formação dos centros ativos (Heinemeyer et al., 1991; Heinemeyer et al., 1993; 

Kopp et al., 1997) e com a ligação e orientação das cadeias peptídicas dos 

substratos em fendas hidrofóbicas permitindo a clivagem das ligações 

peptídicas pelas subunidades vizinhas (Heinemeyer et al., 1997). O resíduo de 

treonina atua, via o grupo hidroxila da cadeia lateral, como nucleófilo na 

hidrólise da ligação peptídica e é assistido por seu próprio grupo amino como 

aceptor de prótons. Adicionalmente, o resíduo de lisina 33 é o centro da 

catálise (Löwe et al., 1995; Seemüller et al., 1995), participando indiretamente 

da estabilização e orientação dos resíduos do sítio ativo, e diretamente, por 

meio do seu grupo ε-amino atuando como aceptor de prótons para o grupo 

hidroxila da treonina 1. Ambos resíduos são necessários para clivagem 

peptídica externa (Seemüller et al., 1995)  e processamento autocatalítico das 

subunidades β (Seemüller et al., 1996). 

O proteassoma 20S humano pode clivar peptídeos na posição P1 

(aminoácido imediatamente ao lado da ligação peptídica a ser clivada) para a 

maioria dos aminoácidos, com preferência por leucina e alanina. Além disso, 

aminoácidos próximos à posição P1, em posições P3 e P4, como a glutamina, 

valina, isoleucina, leucina e asparagina, influenciam a clivagem de peptídeos 

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

 

Ao contrário do complexo 20S, o complexo 26S só foi encontrado em 

eucariotos. O 26S é um complexo multicatalítico, dependente de ATP, 

apresentando massa molecular de aproximadamente 2,0 MDa (Lupas et al., 

1993). Ele encontra-se principalmente no citoplasma, mas uma pequena fração 

foi detectada no núcleo (Yang et al., 1995). Esse complexo apresenta papel 

principal na via de degradação proteolítica extra lisossomal, conhecida como 

via da ubiquitina, importante na degradação de diversas proteínas regulatórias.  

O proteassoma 26S consiste no proteassoma 20S, o núcleo catalítico, 

ligado ao complexo regulatório 19S, conhecido como PA700. Proteassomas 

20S degradam proteínas e peptídeos desdobrados ou mal enovelados, no 

entanto, ele não degrada proteínas ligadas à ubiquitina. O complexo PA700 se 

liga a uma ou ambas as extremidades proteassomais, na presença de ATP, 

para direcionar as proteínas ubiquitinadas para o centro de degradação do 

proteassoma 20S. O PA700 é um complexo composto por diversas 

subunidades, as quais conferem atividades de ATPase, ligação à ubiquitina, 

deubiquitinação, 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 multicatalítico, 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 

estão relaciondas a funções estruturais e de regulação do complexo. Os dois anéis internos 

contêm sete subunidades diferenciadas e apresentam função catalítica. O proteassoma 20S 

quando combinado com os complexos regulatórios 11S ou 19S, chamados ativadores PA28 e 

PA700 respectivamente, apresenta atividade proteolítica alterada. Adaptado de Voorhees et al., 

2003. 

 

 

A seletividade da ubiquitinação e a presença do complexo regulatório 

19S, em eucariotos, certificam que a entrada do polipeptídeo seja altamente 

seletiva, evitando degradação inespecífica (Kloetzel, 2001). Além desse 

complexo regulatório, podem existir várias proteínas envolvidas na via 

ubiquitina-proteassoma, que se ligam à PA700 em quantidades sub-

estequiométricas, regulando ainda mais esse processo (Schauber et al., 1998). 
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1.3.5 Via ubiquitina-proteassoma 
 

A ubiquitinação de proteínas está envolvida em diversos processos 

biológicos, como a transcrição, o ciclo celular, processamento de antígeno, 

defesa celular, sinalização celular, morte celular, entre outros (Ciechanover e 

Iwai, 2004; Varshavsky, 2005). Proteínas celulares marcadas para degradação 

de proteassomas 26S dependentes de ATP são ligadas à ubiquitina, uma 

proteína de 76 aminoácidos. Ela é ligada covalentemente à proteína alvo por 

uma ligação entre o carboxi-terminal da glicina da ubiquitina e, geralmente, o 

grupo ε-amino da lisina da proteína alvo. Ligações isopeptídicas são formadas 

entre o carboxi-terminal da ubiquitina e o grupo ε-amino de lisina de outra 

ubiquitina para formar cadeias poliubiquitinadas (Pickart, 2001; Weissman, 

2001; Ciechanover e Iwai, 2004). Em algumas proteínas sem lisina a 

poliubiquitinação pode ocorrer na região amino-terminal (Ciechanover e Ben-

Saadon 2004).  

Além disso, diferentes lisinas marcadas podem representar diferentes 

sinais celulares. A poliubiquitinação nas lisinas 48 e lisinas 29 da ubiquitina 

representa o sinal de degradação mediada por proteassoma, enquanto a 

ubiquitinação de outros resíduos de lisina (lisina 63, por exemplo) representa 

sinais de reparo do DNA, ativação de fatores de transcrição, etc (Weissman, 

2001). Por outro lado, a mono-ubiquitinação de proteínas apresenta outras 

funções, como a endocitose, regulação de histonas, brotamento viral, entre 

outras (Hicke, 2001) (figura 5). 

 



 

 17 

 

 

 

Figura 5. Atividades do proteassoma. Os substratos ubiquitinados são direcionados para 

degradação dependente de proteassoma ou para outras funções, dependendo do tipo de 

ubiquitinação. IkB: inhibitor do NF-kB. Adaptado de Ohta e Fukuda, 2004. 

 

 

O processo de marcação de substratos com ubiquitina para a 

degradação pelo proteassoma 26S pode ser resumido da seguinte forma: a 

ubiquitina é ativada pela ligação com uma enzima ativadora E1, por meio de 

uma ligação tioéster entre um resíduo de cisteína 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 ligação tioéster 

entre um resíduo de cisteína do sítio ativo da E2 e o carboxi-terminal da glicina 

da ubiquitina. Por fim, a ubiquitina é covalentemente ligada à proteína alvo por 

meio de uma ligação isopeptídica entre o carboxi-terminal da glicina da 

ubiquitina e um grupo ε-amino de um resíduo interno de lisina da proteína alvo. 

Essa reação é catalisada por uma proteína E3 ligase (figura 6). Depois da 

ligação de uma ubiquitina à proteína alvo, a cadeia de poliubiquitinas é formada 

pela ligação do carboxi-terminal de cada ubiquitina a um resíduo de lisina 
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específico (mais comumente a lisina 48) da ubiquitina seguinte (Ciechanover, 

1998). 

 

 

 

Figura 6. Marcação de substratos com ubiquitina para a degradação pelo proteassoma 26S. 

Substratos protéicos a serem eliminados são ligados às ubiquitinas (Ub) e reconhecidos pelo 

proteassoma 26S. A ubiquitina é ativada por E1 (dependente de ATP). A ubiquitina ativada é 

transferida a uma cisteína (Cys) ativa de uma segunda proteína, enzima conjugadora de 

ubiquitina, E2. Com a adição de E3 ligase, a E2 catalisa a transferência de uma (poli)ubiquitina 

na proteína destinada à degradação. A ubiquitinação é revertida por enzimas de 

deubiquitinação (DUBs), as quais removem a ubiquitina de proteínas e separam cadeias de 

poliubiquitinação. Adaptado de Ravid e Hochstrasser, 2008. 

 

 

 Embora o proteassoma 26S reconheça cadeias poliubiquitinas como 

principal marcação, várias E3 ligases reconhecem diversos substratos com 

sinais para degradação, 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). Análises 
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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 

codificações para E3 ligases (Semple et al., 2003). A via ubiqutina-

proteassoma regula e elimina proteínas específicas, deixando outras intactas, 

por meio da E2 e da especificidade mediada por E3, permitindo uma regulação 

celular refinada (Varshavsky, 2005). 

A ubiquitina precisa ser removida das proteínas alvo antes de entrar no 

núcleo proteolítico dos proteasomas. As enzimas clássicas de deubiquitinação 

pertencem às famílias 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 monômeros de ubiquitina livres (Kim et al.,  2003; 

Weissman 2001). 

Estudos recentes vêm demonstrando que a inibição da via de ubiquitina-

proteassoma, tanto pela via da E3 ligase quanto do próprio proteassoma, está 

relacionada com efeitos anticarcinogênicos importantes. A E3 ligase é um 

importante alvo terapêutico, visto que ela apresenta funções especializadas e 

está relacionada a diversos processos celulares, como progressão do ciclo 

celular, oncogênese, transdução de sinal, regulação da transcrição, reparo de 

DNA, endocitose, transporte e desenvolvimento (Sun, 2003). Cada E3 é 

específica para um pequeno conjunto de proteínas, portanto, inibidores de E3 

ligases podem inibir a ubiquitinação e a degradação mediada por proteassoma 

26S em processos celulares específicos (Vassilev et al., 2004). 

 

1.3.6 Inibidores de proteassoma  

 

Estudos de inibição do proteassoma têm sido fundamentais nas 

pesquisas de câncer e de resistência a drogas. A maioria dos processos de 

proteólise regulada nas células eucarióticas ocorre pela via ubiquitina-

proteassoma (Ciechanover, 2005). A inibição do proteassoma tem sido bem 

estabelecida como uma estratégia racional para mieloma múltiplo (Richardson 

et al., 2006), linfoma não-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 

peptídeos aldeídos, como o N-acetil-Leu-Leu-Norleucinal, chamado de inibidor 

de calpaína I. Este composto inibe reversivelmente o proteassoma 20S 

modificando o grupo hidroxila da treonina catalítica, formando uma ligação 

hemiacetal. Ele pode rapidamente se dissociar dos proteassomas e é 

rapidamente oxidado em ácidos inativos. O inibidor de calpaína I inibe 

principalmente a atividade quimotripsina-like dos proteassomas e reduz 

significativamente a taxa de degradação de proteínas citosólicas (Rock et al., 

1994). 

Vários inibidores sintéticos têm sido descritos como inibidores 

proteassomais, dentre elas peptídeos aldeídos como: MG132 (Cbz-Leu-Leu-

leucinal), MG115 (Cbz-Leu-Leu-norvalil), ALLN (Acetil-Leu-Leu-norleucinal) 

(Lee e Goldberg, 1998).  A epoximicina é o inibidor de proteassoma mais 

seletivo, uma vez que não inibe outras enzimas celulares. Epoximicina reage 

com o N-terminal da treonina catalítica do proteassoma para formar um 

derivado morpholino irreversível (Groll et al., 2000) e apresenta atividades anti-

tumoral e antiinflamatória in vivo (Meng et al., 1999). A lactacistina é um 

inibidor específico para proteassomas. Essa molécula é um metabólico de 

Streptomyces, que inibe a progressão do ciclo celular e induz a diferenciação 

de neuroblastomas de camundongos (Fenteany et al., 1994).  

Diversas proteínas celulares e virais foram identificadas e caracterizadas 

como inibidoras da atividade de proteólise do proteassoma 20S in vitro. PI31 

(Proteasome Inhibitor of 31 kDa) é uma proteína intracelular, rica em 

aminoácidos prolina, que inibe in vitro a degradação de proteínas 

desenoveladas e peptídeos fluorogênicos (McCutchen-Maloney et al., 2000). 

PR39 é uma proteína de 39 resíduos de aminoácidos de prolina e argininas, 

capaz de atravessar rapidamente as membranas celulares, originalmente 

isolada de macrófagos que secretavam peptídeos antibacterianos (Gallo, et al., 

1994). Estudos in vitro mostram que a PR39 é um inibidor reversível e não 

competitivo do proteassoma 20S e 26S (Gaczynska et al., 2003). Tat é uma 

proteína de HIV (Humam Immunodeficiency Virus) de 86 resíduos de 

aminoácido, que atua como ativador transcricional. Tat interage com as 

subunidades proteassomais do complexo 26S, afetando essa atividade 

proteolítica in vitro (Seeger et al., 1997). 
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Em estudos pré-clínicos 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 específico para via 

proteassomal a ser utilizado na fase clínica de diversos tumores. Ele bloqueia a 

atividade de quimotripsina do proteassoma de forma reversível (Rajkumar et 

al., 2005). Esse inibidor já foi aprovado pela FDA (Food and Drug 

Administration) para tratamento de mieloma múltiplo e linfoma não-Hodgkin 

(NHL) e vem sendo utilizado clinicamente em 85 países desde então (Adams, 

2004). Inibidores de proteassoma podem ser alternativas promissoras no 

tratamento de vários tumores humanos (Lee e Goldberg, 1998), visto que 

muitas células transformadas são significativamente mais sensíveis à inibição 

do proteassoma, quando comparadas com células normais (An et al., 1998; 

Delic et al., 1998; Soligo et al., 2001; Ma et al., 2003).  

Vários inibidores de proteassoma vêm sendo testados para o tratamento 

do câncer. Um novo grupo de inibidores que apresentam inibição do 

proteassoma e atividade anticarcinogênica são os 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 é o único trabalho que relata a 

relação de inibidores do tipo Bowman-Birk com a atividade proteolítica de 

proteassomas.  

 

 

1.4 Inibidores de protease 

 

1.4.1 Aspectos gerais  

 
Proteases estão envolvidas na hidrólise de proteínas intracelulares, na 

transcrição, no ciclo celular, na invasão celular e apoptose (Kato, 1999). Em 

sistemas biológicos, essas proteínas podem ser inativadas tanto por 

degradação proteolítica quanto por ação de inibidores, que agem como 

pseudo-substratos exibindo variáveis graus de afinidade com o sítio catalítico 
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das enzimas. Os inibidores de protease têm, portanto, importante papel na 

regulação das atividades proteolíticas de enzimas (Laskowski e Kato, 1980; 

Ikenaka e Norioka, 1986). 

Os inibidores de protease são divididos em famílias de acordo com a 

classe de proteases inibidas, sequência primária e homologia estrutural entre 

os membros; além da localização das ligações dissulfeto e do sítio reativo 

(Laskowsky e Kato, 1980). Inibidores de proteases de plantas pertencem a 

famílias de proteínas que são usadas para a defesa da planta contra insetos e 

microorganismos, a partir da inibição de suas enzimas proteolíticas específicas 

(Richardson, 1977). Os inibidores bloqueiam a região da sede catalítica da 

enzima interagindo, nesta região, por forças não covalentes com uma alça que 

interliga duas fitas β, denominada sítio reativo (Farady et al., 2007). 

Inibidores de protease de plantas têm sido descritos como proteínas de 

armazenamento (McGrain et al, 1989), e proteção das plantas contra infecções 

e em processos defensivos (Franco et al., 2003). Plantas transgênicas podem 

expressar essas proteínas e a alteração no padrão protéico pode conferir maior 

proteção contra pestes (Franco et al., 2003; Hilder e Boulter, 1999; Schuler et 

al., 1998). 

 

1.4.2 Inibidores da família Bowman-Birk 

 

Inibidores de serinoproteases são amplamente distribuídos na natureza 

e podem inibir a ação de enzimas em diferentes organismos. Esses inibidores 

variam quanto a sua especificidade e eles podem ser sintéticos ou naturais. 

Inibidores de protease naturais são classificados em 20 famílias diferentes (De 

Leo et al., 2002; Laskowski e Qasim, 2000), entre eles os mais bem estudados 

são os inibidores da família Kunitz (Ascenzi et al., 2003) e Bowman-Birk.  

A família de inibidores Bowman-Birk (BBI) tem sido bastante estudada 

no nível estrutural e de atuação fisiológica (Losso, 2008). O BBI foi 

primeiramente identificado por Bowman em 1940 e purificado por Birk em 1961 

(Birk, 1985). BBIs são inibidores ricos em cisteínas com massa molecular entre 

6 e 20 kDa (Richardson, 1981). Eles apresentam 2 sítios reativos: a alça 1, no 

subdomínio N-terminal e a alça 2, no subdomínio C-terminal. Essas alças 
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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 inibitória dos BBIs  

 

As estruturas tridimensionais dos inibidores da família Bowman-Birk são 

similares e apresentam a mesma conformação dos sítios reativos, consistindo 

de dois subdomínios de ligação distintos compostos por um grampo β em duas 

fitas β antiparalelas estabilizadas por ligações dissulfeto. A superfície das alças 

reativas se estende pelo solvente, permitindo acesso facilitado para 

reconhecimento do sítio ativo das enzimas (Park et al., 2004). As alças são 

geralmente bastante rígidas, reduzindo o decrescimento desfavorável na 

entropia, que ocorre na formação do complexo (Bode e Huber, 2000; Bode e 

Huber, 1992).  

A característica estrutural mais atípica dos BBIs é a região hidrofóbica 

exposta (Freitas et al., 1997; Koepke et al., 2000;  Voss et al., 1996). Estudos 

estruturais mostram que essa região hidrofóbica favorece a internalização de 

resíduos carregados, formando um sítio eletricamente carregado na fronteira 

entre domínios e as moléculas internas de água (Voss et al., 1996). As ligações 

polares e a conformação rígida do subdomínio 1 na região de ligação são 

características da especificidade contra a tripsina, enquanto o aumento da 

hidrofobicidade e uma significativa mobilidade estrutural são características do 

subdomínio 2, de ligação à quimotripsina. As regiões hidrofóbica expostas do 

subdomínio 2 são provavelmente as responsáveis pela auto-associação do 

inibidor (Voss et al., 1996;  Catalano et al., 2003; Koepke et al., 2000; Silva et 

al., 2005). 

De forma geral, o mecanismo de inibição dos inibidores Bowman-Birk é 

o mesmo de outros inibidores de serinoproteases. O complexo estável inibidor-

enzima é rapidamente formado e apresenta taxa de dissociação bastante lenta. 

O inibidor é especificamente clivado na ligação peptídica entre os resíduos de 

aminoácidos P1-P1‟ (Ardelt e Laskowski, 1983; Ardelt e Laskowski, 1985). As 

ligações dissulfeto dos inibidores Bowman-Birk contribuem para a rigidez da 
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estrutura molecular do inibidor, mantendo sua conformação ativa, e para a 

estabilidade do complexo formado entre inibidor e enzima (Ikenaka et al., 1986; 

Park et al., 2004). Neste complexo, a alça reativa do inibidor associa-se com os 

resíduos catalíticos, principalmente o resíduo de serina, de forma similar ao 

que acontece na interação entre o substrato e a enzima (Bode e Huber, 1992). 

A alça reativa exposta (hidrofílica, na inibição da tripsina, ou hidrofóbica, 

na inibição da quimotripsina), quando interage com o sítio ativo da enzima é 

estabilizada por várias ligações de hidrogênio entre resíduos no sítio ativo e da 

alça do inibidor (Bode e Huber, 1992). Essa proximidade permite a fixação do 

grupo carbonila do resíduo P1 do inibidor com a serina catalítica da enzima 

(Huber et al., 1974; Marquart et al., 1983). 

 

1.4.4 Aplicação e importância dos inibidores Bowman-Birk 

 

Os inibidores Bowman-Birk são encontrados em mono e dicotiledôneas, 

principalmente em sementes de leguminosas (Mello et al., 2003). Eles 

apresentam potencial para serem aplicados em obtenção de plantas 

geneticamente modificadas e em aplicações biomédicas, considerando sua 

ação contra microorganismos e insetos (Franco et al., 2003; Ryan, 1973; Ryan, 

1991; Xavier-Filho, 1992) e suas propriedades anticarcinogênicas (Dittmann et 

al., 1995; Joanitti et al., 2010; Kennedy et al., 1993c; Kennedy, 1998; Troll et 

al., 1987). Os inibidores de protease estão relacionados com a ação 

antinutricional, principalmente em insetos, ao inibir as proteases do seu 

intestino, apresentando função de proteção contra herbivoria (Franco et al., 

2003; Haq et al., 2004; Xavier-Filho, 1992). Além disso, eles inibem uma 

variedade de atividades em nematóides patogênicos, e impedem o crescimento 

de vários fungos patogênicos, inibindo o crescimento do micélio e a 

germinação do esporo (Joshi et al., 1998).  

BBIs são reconhecidos como potentes supressores carcinogênicos in 

vivo (animais) e in vitro e não apresentam reações adversas ou toxicidade para 

o pâncreas e para o crescimento animal com doses duas vezes maiores que as 

utilizadas em seres humanos (Kennedy, 1998). Eles inibem a transformação 

maligna induzida tanto por agentes químicos quanto radioativos in vitro 
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(Kennedy, 1993a e 1998). O inibidor de protease Bowman-Birk (BBI) estimula o 

reparo do DNA após irradiação em fibroblastos (Dittmann et al., 1998). Essa 

proteção é seletiva visto que o BBI só protege tecidos normais, não agindo 

sobre tecidos tumorais (Dittmann et al., 2005). 

Estudos mostram que tecidos humanos pré-malignos apresentam 

elevados níveis de atividade proteolítica. Serinoproteases em atividade 

desregulada podem estar associadas à invasão celular, metástase, 

angiogênese e crescimento do tumor (Darmoul et al., 2003; Lee et al., 2000). 

Inibidores de proteases podem inibir essa atividade e isso pode ser uma 

explicação para a ação preventiva desses inibidores (Billings et al., 1987; 

Kennedy, 1998; Manzone, et al., 1995). Trabalhos de Yavelow et al., 1985, 

mostraram que a atividade anticarcinogênica do BBI está associada com a 

região da molécula que inibe a quimotripsina. Nesse caso, o BBI com sítio de 

reatividade contra tripsina modificado, ou seja, apresentado somente atividade 

inibitória contra quimotripsina, é responsável por todo efeito de supressão da 

carcinogênese em transformação in vitro induzida por raios-X. Além disso, a 

atividade anticarcinogênica do BBI está relacionada à habilidade de afetar a 

expressão de certos oncogenes e de interferir nos níveis de algumas atividades 

proteolíticas (Kennedy, 1995). 

A atividade anticarcinogênica desses inibidores encontrados em 

leguminosas é evidenciada, em populações humanas, pela forte correlação 

entre altos níveis de consumo de leguminosas e baixa incidência de câncer de 

cólon, mama e próstata (Fontham e Correa, 1993). Um extrato de soja 

enriquecido em BBI, denominado concentrado de BBI (BBIC), está sendo 

testado como nova droga pela US Food and Drug Administration e está na fase 

clínica 2 para ser utilizado na prevenção do câncer (Kennedy, 1998; Armstrong 

et al., 2000; Meyskens, 2001; Malkowicz et al., 2001). 

Além de efeitos anticarcinogêncios, o BBI apresenta efeitos 

antiinflamatórios (Maki e Kennedy, 1992). Touil e colaboradores (2008) 

demonstraram que a administração de BBIC suprime a encefalomielite 

autoimune experimental - EAE (modelo animal da Esclerose Múltipla) em ratos 

Lewis. Além disso, o BBI purificado resultou em melhoras significativas da 

doença nos níveis fase inicial, gravidade, perda de peso dos animais, 

inflamação e desmielinização, além de induzir a produção de Interleucina 10 
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(imunossupressor) por células imunes. De forma geral, o BBI reduz a 

inflamação 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 múltipla.  

 

1.4.5 Peptídeos derivados de inibidores de protease naturais  

 

Diversas drogas comercializadas são derivadas de compostos naturais 

extraídos diretamente de plantas em seu habitat natural ou em cultivos. 

Entretanto, muitas espécies vegetais têm sido ameaçadas de extinção devido a 

extrações excessivas de compostos naturais (Rates, 2001), o que pode 

comprometer a diversidade da flora brasileira. 

Além do risco de extinção, os processos de extração desses compostos 

são, muitas vezes, demorados e difíceis, o que encarece o preço do 

medicamento, diminuindo sua acessibilidade à população (Hamburger et al., 

1991). Por essa razão, novas drogas sintetizadas quimicamente, tendo como 

molde moléculas naturais, tem sido alvo de investigação, 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 importância e aplicação dos inibidores de protease da 

família Bowman-Birk listadas anteriormente, os peptídeos derivados desses 

inibidores são alvos de estudos que visam definir sua atividade e potencial 

biotecnológico (Wenzel e Tschesche, 1995; Vita et al., 1997; Clemente e 

Domoney, 2006). Peptídeos derivados de inibidores Bowman-Birk têm 

apresentado atividade inibitória significativa e características estruturais 

similares às suas proteínas-molde (Li et al., 1994; Zhu et al., 2001; Brauer et 

al., 2001). A atividade desses peptídeos é dependente da estruturação cíclica 

da molécula, obtida pela formação da ligação dissulfeto. Peptídeos sem essa 

estrutura apresentam atividade baixa ou nula (Domingo et al., 1995). A 

susceptibilidade do peptídeo à clivagem pela protease não está correlacionada 

com o potencial inibitório da molécula, mas sim com sua sequência de 



 

 27 

aminoácidos (McBride et al., 1998; Gariani e Leatherbarrow, 1997; Gariani et 

al., 1999; McBride et al., 1999). 

As características observadas desses peptídeos sintetizados com 

moldes de inibidores naturais permitem a construção de inibidores potentes e 

mais facilmente sintetizados (McBride et al., 2002). Estudos realizados por 

Luckett e colaboradores (1999) relataram um novo peptídeo cíclico, com 14 

resíduos de aminoácidos, encontrado naturalmente em girassóis, com atividade 

inibitória contra tripsina (SFTI-1, Sunflower trypsin inhibitor 1). Esses dados 

confirmam a importância biológica de peptídeos cíclicos com atividade inibitória 

(McBride et al., 2002), mostrando que peptídeos com estrutura semelhante ao 

sítio reativo de inibidores Bowman-Birk podem ser relevantes no desenho de 

novas drogas, baseando-se nas propriedades que esses inibidores apresentam 

para aplicação biotecnológica no agronegócio 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 à família Bowman-Birk, isolado de sementes de Vigna unguiculata 

(figura 7), que apresenta dois sítios reativos diferentes e independentes para 

tripsina e quimotripsina, respectivamente (Ventura et al., 1966; Xavier-Filho e 

Ventura, 1988). O sítio Lys26-Ser27 inibe a tripsina e o sítio Phe53-Ser54, a 

quimotripsina (Barbosa et al., 2007; Freitas et al., 1997). 
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Figura 7. Vigna unguiculata, vulgarmente conhecida como feijão-de-corda, é uma espécie 

pertencente à família das leguminosas (Fabaceae), subfamília papilionoídea (Faboideae). 

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

 

 

A ligação do BTCI à tripsina e quimotripsina foi caracterizada como um 

processo endotérmico, espontâneo e entrópico (Fachetti et al., 1984; Freitas et 

al., 1999), formando complexos binário e ternário estáveis (Ventura et al., 

1975). O complexo binário BTCI e quimotripsina é rapidamente formado e 

dissocia-se muito lentamente em enzimas livres e uma mistura de inibidores 

não-modificados e modificados pela enzima (Freitas et al., 1997). O complexo 

BTCI e tripsina é estabilizado por contatos hidrofóbicos e ligações de 

hidrogênio, e é estruturalmente independente da alça reativa contra 

quimotripsina (Barbosa et al., 2007; Esteves et al., 2007, Esteves, 2010).   

Esse inibidor é uma proteína globular estável com 83 resíduos de 

aminoácido e sete ligações 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 inibitória depois de 60 minutos de aquecimento à 95ºC e sua 

atividade é estável entre pH 3 e pH 10 (Silva et al., 2001). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Faboideae


 

 29 

 

Figura 8. Estrutura tridimensional do BTCI. Diagrama de fita da estrutura do BTCI mostrando 

suas sete ligações dissulfeto (setas); os resíduos P1 nos subdomínios 1 e 2, fenilalanina 

(Phe53) e lisina (Lys26) e os resíduos de estabilização da região interna da estrutura do 

inibidor. Adaptado de Barbosa et al., 2007. 

 

 

Estudos espectroscópicos do BTCI mostraram que resíduos aromáticos 

estão consideravelmente expostos ao solvente, o que contribui para a 

formação oligomérica (Ventura et al., 1984). Estados multiméricos do BTCI, 

com formatos elipsoidais, em equilíbrio entre as estruturas monoméricas, 

diméricas, triméricas e hexaméricas, foram identificados por espalhamento de 

luz (Ventura et al., 1981) e por análise de Microscopia de Força Atômica (Silva 

et al., 2005).  

E estrutura tridimensional do BTCI em associação 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 

resolução estrutural de um complexo ternário de inibidor Bowman-Birk 

complexado simultaneamente com tripsina e quimotripsina foi a primeira 

relatada, na forma de uma tese e manuscrito em fase de preparação para 

publicação (Esteves, 2010), e poderá fornecer dados estruturais importantes 

para a compreensão do mecanismo de inibição do BTCI, o que permitirá  

avaliar  o potencial desse inibidor em aplicações biotecnológicas.  

Vários estudos recentes mostram o potencial do BTCI em aplicações 

biotecnológicas na área da agricultura e da saúde humana. O trabalho de 

Franco e colaboradores (2003) mostrou a aplicação 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 redução de peso de 

aproximadamente 46% e alterações na morfologia do tecido intestinal. Os 

insetos adultos, quando alimentados com BTCI, apresentaram taxa de 

mortalidade dose-dependente, onde a concentração máxima de inibidor 

administrada (100 µM) 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 peptídeo que participa da 

regulação da homeostase de fluidos e eletrólitos, promovendo um aumento no 

fluxo urinário e na excreção de Na+. Adicionalmente, o BTCI promoveu, na 

ausência de guanilina, o aumento da excreção de Na+ e da taxa de filtração 

glomerular, mostrando que proteases semelhantes à 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 câncer de mama MCF-7, com 200 µM de 

BTCI por 72 horas, mostrou que esse inibidor induziu significativa redução da 

viabilidade e proliferação celular (bloqueada na fase S e G2/M). Esses efeitos 

citostáticos foram acompanhados por modificações morfológicas incluindo 

alterações na estrutura nuclear, fragmentação da membrana plasmática, 

presença de vesículas com membrana dupla, inchaço de mitocôndrias e 

aumento do tamanho dos lisossomos. Fragmentação do DNA, aumento do 

número de células anexina-V+, redução do potencial de membrana e 

acidificação do citoplasma também foram detectados. Esses resultados 

indicam o efeito do BTCI na indução de morte celular por apoptose associada 

com várias alterações morfológicas e permeabilização da membrana 

lisossomal. Todos esses dados confirmam que o BTCI apresenta efeitos 

anticarcinogênicos em células de câncer de mama e por essa razão esse 

inibidor é um importante alvo de estudos visando a busca de novas drogas e 

alternativas terapêuticas contra o câncer (Joanitti et al., 2010). 
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2. JUSTIFICATIVA 

  

Evidências epidemiológicas indicam que a dieta rica em produtos de 

leguminosas está associada a baixas incidências e mortalidade por câncer, 

principalmente câncer de mama, de cólon e de próstata (Kennedy, 1993b; 

Messina et al., 1994; Messina e Barnes, 1991). Por esse motivo, derivados de 

leguminosas, como os inibidores de protease da família Bowman-Birk, 

tornaram-se alvo de pesquisas na atuação dessas moléculas na viabilidade e 

proliferação de células carcinogênicas. 

 Vários estudos mostram que diferentes inibidores de proteases na forma 

purificada suprimem a carcinogênese, 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 está envolvido, que leva células carcinogênicas 

à morte celular, ainda não está elucidado. Entretanto, foi reportado que parte 

desse mecanismo poderia estar associada com a ação inibitória do BBI na 

atividade quimotripsina-like do proteassoma 26S de células de câncer de 

mama (MCF-7) in vitro e in vivo (Chen, et al. 2005). Além disso, esse inibidor 

atenua a atividade da ERK1/2 (Proteína Ativada por Mitógeno – MAP, 

relacionada a sinais extracelulares), por meio da acumulação de MKP-1 (MAP - 

quinase fosfatase-1), derivada da inibição 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 Biofísica Molecular 

da UnB mostram que o inibidor da família Bowman-Birk BTCI (Black-eyed pea 

Trypsin/Chymotrypsin Inhibitor) apresenta atividade anticarcinogênica, com 

diminuição da proliferação e viabilidade de células de câncer de mama in vitro 

(Joanitti et al., 2010). No entanto, nenhum estudo no nível molecular foi ainda 

realizado para compreensão de como esse inibidor atua nas células de câncer.  

O BTCI apresenta grande potencial para várias aplicações, o que tem 

sido indicado pelos estudos desenvolvidos pelo grupo de Biofísica Estrutural da 

UnB, há mais de 40 anos, inicialmente supervisionados pelo Prof. Manuel M. 

Ventura e atualmente sob a coordenação da Profª. 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 

então, diversos estudos de caracterização bioquímica e biofísica desse inibidor 

e da interação com proteases-alvo foram realizados. Esses estudos mostraram 

que o BTCI é uma molécula estável 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 sequência completa 

de aminoácidos do BTCI foi elucidada (Morhy e Ventura, 1987), e a posterior 

resolução da estrutura cristalográfica desse inibidor por difração de Raios-X 

está sendo fundamental para melhor compreensão do seu mecanismo de 

inibição.  

Os primeiros trabalhos de cristalização e resolução da estrutura 

tridimensional desse inibidor foram realizados em associação com a tripsina 

(Barbosa et al., 2003; Barbosa et al., 2007) e recentemente, em associação 

com tripsina e quimotripsina, formando um complexo ternário (o único 

elucidado até o momento) (Esteves et al., 2007; Esteves, 2010). A condução do 

estudo científico desse inibidor, primeiramente com as caracterizações físico-

químicas básicas e posteriores análises no nível atômico molecular estrutural, 

como a cristalografia de raios-X, permitem um amplo conhecimento da 

molécula, associando a estrutura molecular e o mecanismo de ação com 

aplicações biotecnológicas do inibidor. Estudos de efeitos do BTCI em três 

linhas de aplicações biotecnológicas já foram relatados: controle biológico, 

homeostase em modelos de sistema renal e câncer. O BTCI apresentou efeito 

inibitório 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 transgênicas (Franco et al., 2003). A guanilina (peptídeo 

envolvido na regulação da homeostase de fluidos e eletrólitos) quando pré-

tratada com o BTCI promoveu um aumento do fluxo urinário e da excreção de 

Na+ em ratos. Além disso, o BTCI provocou aumento, por si só, na taxa de 

filtração 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 citostáticos e citotóxicos em 

células de câncer de mama MCF-7, indicando o potencial desse inibidor no 

tratamento desse câncer.  
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Diversos inibidores de protease, como o BTCI, têm demonstrado 

aplicações na terapia contra o câncer. 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 associação desse inibidor com a via 

ubiquitina-proteassoma, um dos mecanismos de controle do crescimento de 

células carcinogênicas, em células de câncer de mama da linhagem MCF-7. 

Considerando que o proteassoma é um complexo proteolítico fundamental para 

a homeostase celular, a interação do inibidor BBI com esse complexo pode 

alterar a viabilidade e o ciclo celular, caracterizando o efeito anticarcinogênico 

dessas moléculas nessas células especificamente. Vale ressaltar que células 

cancerosas são mais sensíveis à inibição 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 importância dos 

inibidores de proteases no controle da proliferação e viabilidade de células 

cancerígenas, e, principalmente pelo fato da atividade do proteassoma estar 

estritamente relacionada com a atividade dessas células e por essa estrutura 

macromolecular apresentar atividade proteásica do tipo quimotripsina e 

tripsina-like. A atividade inibitória do BTCI contra o complexo macromolecular 

proteassoma é aqui investigada, considerando as similaridades estruturais de 

inibidores da família Bowman-Birk e o resultado prévio da atividade inibitória do 

proteassoma pelo BBI. 

A investigação dos efeitos do BTCI no proteassoma é uma das principais 

metas que norteiam esse trabalho. A compreensão dos mecanismos 

moleculares envolvidos no efeito do BTCI na atividade anticarcinogênica, em 

particular na ação desse inibidor na atividade proteolítica do proteassoma, é 

fundamental para que o BTCI seja utilizado em aplicações terapêuticas contra 

o câncer. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

 

Estudo da interação entre o BTCI e o proteassoma e análise das 

características físico-químicas e moleculares dessa associação. 

 

3.2 Objetivos específicos  

 

i) Analisar a atividade proteolítica do proteassoma 20S na presença 

do BTCI. 

ii) Calcular as constantes de afinidade da associação BTCI - 

proteassoma 20S. 

iii) Analisar ensaios de atividade do proteassoma 20S na presença 

de peptídeos derivados do BTCI. 

iv) Avaliar as características físico-químicas e hidrodinâmicas do 

complexo BTCI – proteassoma 20S por espalhamento dinâmico 

de luz.  

v) Avaliar a estabilidade do proteassoma 20S por dicroísmo circular. 

vi) Analisar, in vitro, onde ocorre a associação do BTCI com o 

proteassoma. 

vii) Analisar, in vitro, os efeitos do BTCI e de peptídeos derivados 

desse inibidor na ubiquitinação de proteínas celulares. 
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4. EQUIPAMENTOS 

 

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

 

Equipamentos Fabricante 

Balança Analítica Modelo AX-200  

Câmara de Neubauer  

Centrífuga Centra MP4 

Centrífuga Micromax 

Coluna cromatográfica (3,5 × 23 cm)  

Espetrofotômetro Modelo V-530  

Espectrofotômetro Espectra Max M2 

Estufa  

Fluxo Laminar 

Agitador Modelo 314-820  

Liquidificador  

Microscópio Confocal de Fluorescência 

TCS SP5  

Microscópio óptico invertido Eclipse TS-

100 

pHgâmetro DM-22 

Espectropolarímetro Jasco 816 

DynaPro DLS System Modelo LSR  

Fonte de Eletroforese Modelo 1000/500 

iBlot Gel Transfer System 

Fotodocumentador  

Ultracentrífuga Himac CP 70 

Ultracentrífuga 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 

 

 

5.1 Soluções para cultivo de células  

 

5.1.1 Solução de antibióticos 

 

Solução estoque: estreptomicina, 30 µg/mL e ampicilina, 100 µg/mL. 

Solução de uso: Utilizou-se 100 µL de antibióticos da solução estoque para 

cada 100 mL de meio de cultura, resultando nas concentrações de 

estreptomicina a 30 ng/mL e ampicilina a 100 ng/mL.  

A solução foi esterilizada for filtração usando o filtro Millipore 0,22 µm, 

distribuída assepticamente em alíquotas e armazenada a -20ºC. 

 

5.1.2 Meio DMEM 

 

Meio DMEM (Gibco BRL) 13,4g; Piruvato de Sódio 0,11g; Bicarbonato de Sódio 

3,7g; Água MilliQ para completar a solução para 1 L. 

O pH do meio foi ajustado para 7,2 com HCl concentrado e esse meio  foi 

esterilizado por filtração utilizando um filtro Millipore 0,22 µm. Após a 

esterilização, foram adicionados soro fetal bovino (Gibco BRL) e a solução de 

antibióticos ao meio de cultura. Em seguida o meio foi distribuído em garrafas 

previamente esterilizadas e armazenado em 4ºC. 

 

5.1.3 Verseno – EDTA 

 

Verseno – EDTA (pH 7,0) 2 mM; PBS 1X. 

A esterilização foi realizada em autoclave a 120ºC por 20 min. 
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5.1.4 Tripsina 

 

Solução estoque: tripsina 5%; PBS 1X. 

O pH da solução foi ajustado para 7,8 – 8,0. A solução foi deixada a 4ºC 

durante uma noite para decantação. No dia seguinte, recolheu-se o líquido 

(sem o precipitado) e o pH foi novamente conferido e ajustado, se necessário, 

para pH entre 7,4 e 7,6. A solução foi esterilizada utilizando-se o filtro Millipore 

0,22 µm, aliquotada e armazenada a - 20ºC. 

 

5.1.5 Verseno – tripsina 

 

Tripsina 0,1% em solução de Verseno – EDTA. 

A solução 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 concentração final de tripsina 

ficasse em 0,1%. 

 

 

5.2 Soluções para o ensaio de atividade 

 

5.2.1 Tampão de ensaio para proteassoma (Proteasome Assay Buffer) 

 

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

 

5.2.2 Solução de parada do proteassoma (Proteasome Assay Stop 

Solution) 

 

Ácido acético 4 mM; Acetato de sódio 29 mM. 

 

 

5.3 Tampões utilizados para os ensaios de Dicroísmo Circular e 

Espalhamento Dinâmico de Luz 

 

KCl pH 2,0; Glicina HCl pH 3,0; Acetato de sódio, pH 4,0 - 6,0; Tris-HCl, pH 7,0 

- 9,0; Glicina NaOH, pH 10 - 12. Para os ensaios de dicroísmo circular, os 
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tampões foram usados na concentração de 2 mM, e para o ensaio de 

espalhamento dinâmico de luz, os tampões foram utilizados na concentração 

de 20 mM. 

 

5.4 Soluções para Western Blotting 

 

5.4.1 Tampão PBS (1X) 

 

NaCl 137 mM; Na2HPO4 7 mM;  KCl 2,5 mM; KH2PO4 1,5 mM 

 

5.4.2 Solução fixadora 

 

Metanol 10%, Ácido Acético 7%. 

 

5.4.3 Solução APB (Alcaline Phosphatase Buffer)  

  

NaCl 100 mM; Tris HCl 100 mM pH 9,5; MgCl2 5 mM. 

 

5.4.4 Solução reveladora de fosfatase alcalina 

 

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

 

 

5.5 Soluções para eletroforese em géis de poliacrilamida 

 

5.5.1 Tampão de amostra SDS-PAGE (1X) 

 

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

de Bromofeno 0,05%.  O tampão foi armazenado em tubos de 15 mL a -20ºC. 

 

5.5.2 Tampão de corrida SDS-PAGE (1X) 

 

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

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

 

Tris HCl (pH 8,8) 0,375 M; SDS 1%; Acrilamida/bisacrilamida (39:1 p/p) 13% ou 

8%; APS (Persulfato de Amônia) 0,045%; TEMED 0,075%. 

 

5.5.4 Gel concentrador SDS-PAGE 

 

Tris HCl (pH 6,8) 0,125 M; SDS 1%; Acrilamida/bisacrilamida (39:1 p/p) 4% 

APS (Persulfato de Amônia) 0,072%; TEMED 0,12%. 
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6. METODOLOGIA 

 

 

6.1 Purificação de BTCI 

 

6.1.1 Extrato bruto 

 

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

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

de um banco de sementes mantido pelo Departamento de Bioquímica 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 obtenção 

do extrato bruto são descritas a seguir:  

1) 500g de sementes de V. unguiculata trituradas foram dissolvidas em 2 

litros de água destilada na presença de inibidor de protease sintético em 

baixas concentrações (PMSF 200 mM) e a suspensão foi mantida sob 

agitação constante a 4°C por 12 horas. 

2) Essa suspensão foi homogeneizada em liquidificador, filtrada em fralda 

de tecido de algodão e centrifugada a 8.000 g por 30 minutos a 4°C.  

3) O sobrenadante foi submetido à precipitação gradativa com TCA (ácido 

tricloroacético) 2,5% e mantido a 4ºC sob agitação por 1 hora. 

4) A suspensão foi filtrada e submetida à precipitação com sulfato de 

amônio, na forma sólida, a 50%. Essa mistura foi mantida a agitação 

constante por 1 hora e depois foi centrifugada a 8.000 g por 40 minutos 

a 4°C. 

5) O precipitado foi ressuspendido em água destilada, dialisado por 12 

horas e liofilizado, correspondendo ao extrato bruto. Este foi então 

armazenado a -20ºC até o uso.  
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6.1.2 Purificação do BTCI 

 

O BTCI foi purificado do extrato bruto conforme metodologia descrita por 

Ventura et al. (1966). A purificação foi realizada por cromatografia de troca 

iônica em coluna de DEAE-Celulose (3,5 × 23 cm), conforme descrito a seguir.  

 1) Ativação da resina: passou-se na coluna 100 ml de HCl 0,2 M; 500 mL 

de H2O destilada; 100 mL de NaOH 0,2 M; 500 mL de H2O destilada para 

retirar o excesso de solução; 15 mL de tampão fosfato 100 mM (10X), pH 7,3; 

300 mL de tampão fosfato 10 mM (1X), pH  7,3. 

 2) Purificação do BTCI: dissolveu-se 300 mg de extrato bruto em 15 mL 

de tampão fosfato 10 mM pH 7,3, centrifugou-se a amostra por 10 minutos a 

10.000 g. A amostra foi então aplicada na coluna, lavada com 100 mL do 

mesmo tampão e submetida a um gradiente linear de 0 a 800 mM de NaCl, em 

um fluxo de 3,0 mL/min.  

 3) Leitura da absorbância: amostras de 3 mL por tubo foram coletadas e 

a absorbância lida em 280 nm. As frações correspondentes ao pico de eluição 

de BTCI foram dialisadas com água destilada por 12 horas, congeladas em 

banho de álcool a – 80°C e liofilizadas. As amostras foram analisadas em gel 

de poliacrilamida (13%) desnaturante. 

 

  

6.2 Obtenção de anticorpos anti-BTCI 

 

6.2.1 Imunização dos camundongos 

 

 Soro pré-imune: Oito camundongos machos da linhagem Swiss foram 

utilizados para imunização. 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, após ser 

armazenado a 4ºC durante a noite. O soro foi então separado do coágulo e 

centrifugado a 10.000 g por 7 minutos e depois armazenado com glicerol na 

proporção 1:1 a -20ºC. 

 Imunização: O BTCI purificado na concentração 0,1 µg/µL foi diluído em 

PBS 1X e complementado com adjuvante completo (Freund‟s Adjuvant) para 
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aumentar a resposta imunológica. Cinquenta µL de solução de BTCI em PBS 

1X foram misturados com 50 µL de adjuvante completo em vortex e aplicados 

em cada camundongo, subcutaneamente na coxa esquerda, totalizando oito 

camundongos. Após 15 dias, a imunização foi repetida com a solução de BTCI 

na concentração 0,1 µg/µL em PBS 1X, adicionada de adjuvante incompleto 

(sem células mortas de Mycobacterium tuberculosis), na proporção 1:1. Os oito 

animais foram novamente imunizados, na coxa direita. A terceira imunização, 

15 dias após a segunda, foi realizada com solução de BTCI em menor 

concentração (0,085 µg/µL), na ausência de adjuvantes. 

 Quinze dias após a última imunização, o sangue foi coletado da região 

cardíaca de cada camundongo. Esse sangue foi armazenado a 4ºC por 12 

horas para retração do coágulo. O soro foi então coletado e centrifugado a 

10.000 g por 7 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado com 

glicerol na proporção 1:1 (soro:glicerol) à -20ºC, correspondendo ao soro 

imunizado. 

  

6.2.2 Purificação dos anticorpos anti-BTCI 

 

Em média, 40 µg de BTCI purificado foram aplicados em dez poços de 

um gel de poliacrilamida 13% desnaturante, a fim de se obter uma 

concentração alta de proteína, totalizando 400 µg de proteína total. O gel foi 

transferido a seco para um a membrana de nitrocelulose, utilizando o 

equipamento iBlot Gel Transfer System, seguindo as instruções do fabricante. 

A membrana foi então bloqueada por 2 horas com PBS – leite desnatado 5%, à 

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 imunização dos camundongos com BTCI, por 2 horas, à 

temperatura ambiente. O excesso de soro foi removido da membrana e 

armazenado à – 20ºC e a membrana foi lavada 5 vezes com PBS 1X. Os 

anticorpos anti-BTCI ligaram na proteína purificada na membrana e foram 

eluídos com 5 mL de tampão Glicina-HCl 0,2mM pH 2,8. A solução foi coletada 

e o pH foi ajustado com NaOH para 7,0. Essa solução foi então concentrada 

por Microcon®, da Millipore (filtro de centrifugação), com filtro de 30.000 Da e 

centrifugações de até 14.000 g, conforme recomendações do fabricante. O 
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material eluído, correspondente aos anticorpos purificados, foi aliquotado e 

armazenado a 4ºC. 

 

6.2.3 Confirmação da funcionalidade do anticorpo 

 

Um ensaio Western Blotting foi realizado para avaliar a especificidade 

do anticorpo anti-BTCI. Amostras de 10 µg de BTCI purificado (controle 

positivo), do soro pré-imune (controle negativo 1) e de extrato total de proteínas 

de fígado 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 solução fixadora (5.4.2) por 10 minutos, lavada com PBS e 

incubada com solução de bloqueio (PBS – leite desnatado 5%) por 2 horas à 

temperatura ambiente. A membrana foi posteriormente lavada 5 vezes com 

PBS 1X e incubada com o anticorpo anti-BTCI na concentração 1:100 à 

temperatura ambiente por 2 horas. O excesso de anticorpo e de solução não-

ligada foi retirado com 5 lavagens de PBS 1X. O anticorpo secundário anti-

camundongo marcado com fosfatase alcalina (ZYMED) foi incubado por 2 

horas na temperatura ambiente na proporção de 1:1000. A membrana foi 

novamente lavada com PBS 1X por 5 vezes e a solução de revelação (5.4.4) 

foi colocada na membrana por 30 minutos para revelação da ligação do 

anticorpo ao BTCI purificado. 

Para controle negativo, foi realizado um ensaio de Western Blotting 

(seguindo o mesmo procedimento descrito acima). Dez µg de BTCI purificado 

foram colocados em um gel de poliacrilamida 13% desnaturante e transferidos 

para uma membrana de nitrocelulose. Essa membrana foi então fixada, 

bloqueada e incubada com o soro pré-imune (na ausência de anticorpos anti-

BTCI) e revelada com anticorpo conjugado com fosfatase alcalina e seu 

substrato. 
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6.3 Cultura de células  

 

Nesse estudo foram utilizadas células de câncer de mama da linhagem 

MCF-7, as quais foram obtidas do banco de células American Type Culture 

Collection (ATCC). 

Alíquotas de células de câncer foram removidas de um estoque em 

nitrogênio líquido e descongeladas rapidamente à 37ºC. 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 antibióticos (5.1.1). Em seguida, as células foram 

incubadas em estufa a 37ºC e 5% de CO2. 

A cada 72 horas o meio de cultura foi trocado e as células foram sendo 

monitoradas em microscópio óptico invertido. Em seguida as células foram 

removidas com 1 mL de solução 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 então armazenadas 

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

 

 

6.4 Obtenção do proteassoma 20S e peptídeos derivados do BTCI 

 

O proteassoma 20S utilizado nesse trabalho foi gentilmente cedido pela  

Drª. Marilene Demasi do Laboratório de Bioquímica e Biofísica do Instituto 

Butantan, São Paulo - SP. O proteassoma 20S foi purificado de eritrócitos 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 tampão 

Tris-HCl pH 7,5 e 20% de glicerol, na concentração de 1 mg/mL.  

Dois peptídeos cíclicos foram desenhados utilizando-se como molde a 

molécula de BTCI. Os peptídeos foram denominados Pep1 e Pep2, 

apresentando atividade inibitória independente contra a quimotripsina e a 

tripsina, respectivamente (Joanitti, 2008).  
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Esses peptídeos foram sintetizados, purificados e liofilizados pela 

empresa GenScript (EUA) e ficaram armazenados a –20ºC até o momento do 

uso. 

 

 

6.5 Atividade inibitória do BTCI e peptídeos no proteassoma 

 

6.5.1 Ensaio de atividade 

  

Nesse ensaio, a atividade enzimática do proteassoma 20S foi medida 

nas três formas proteolíticas: quimotripsina-like, tripsina-like e peptidil-glutamil 

hidrolase, na presença do BTCI e de peptídeos derivados, em uma placa de 96 

poços. 

 Para o controle negativo, foram utilizados somente os substratos do 

proteassoma (62,5 µg/ml): Boc-leu-arg-arg para tripsina, Z-leu-leu-glu-βna para 

peptidil-glutamil hidrolase e Suc-leu-leu-val-tyr para quimotripsina em tampão 

de ensaio para proteassoma (5.2.1). O ensaio correspondente à amostra 

“controle positivo” foi realizado com 2 µg/mL de proteassoma e os respectivos 

substratos. Os testes de inibição do proteassoma foram realizados com o BTCI 

nas concentrações de 2 - 30 µM, do Pep1 e Pep2 nas concentrações de 50 - 

1200 µg/mL para cada um e também foi realizado um ensaio com ambos os 

peptídeos nas concentrações de 50 – 1200 µg/mL de peptídeos, onde os 

mesmos foram colocados na proporção 1:1. Ao ensaio foram adicionados 2 

µg/mL de proteassoma e os respectivos substratos, sendo que o proteassoma 

foi colocado em um poço sem inibidores para avaliação de sua atividade 

proteolítica. Para controle da atividade inibitória do proteassoma, foram 

realizados ensaios com 10 µM de MG 132, um inibidor sintético reversível e 

específico para essa molécula.  

  A reação ocorreu por 60 minutos à temperatura ambiente e foi 

interrompida com a solução de parada do ensaio de atividade do proteassoma 

(5.2.2). As amostras foram lidas em um espectrofluorímetro, no comprimento 

de onda de excitação de 380 nm e comprimento de onda de emissão de 480 

nm para os substratos fluorogênicos de quimotripsina e tripsina. Para o 
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substrato peptidil-glutamil hidrolase, a emissão foi medida em 410 nm após 

excitação em 335 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

6.5.2 Cálculo da constante de inibição 

  

As constantes de inibição do BTCI contra as enzimas citadas foram 

calculadas a partir das curvas de atividade ajustadas utilizando o programa 

GRAFIT (Versão 3.0.1.0). Esse programa calcula a constante de inibição (Ki) 

utilizando a equação de Morrison (1969): 

 

Vi/V0 = 1 – {Et + It + Ki – [(Et + It + Ki)
2 – 4 EtIt]}

1/2 / 2Et   (1) 

 

Onde Vi e V0 são as velocidades na presença e na ausência do inibidor, 

respectivamente; Et corresponde à concentração total de enzima e It 

corresponde à concentração total do Inibidor.  

 

 

6.6 Espalhamento Dinâmico de Luz – EDL 

 

 O estudo utilizando o EDL foi realizado para avaliar a interação entre o 

proteassoma 20S e o BCTI, as características físico-químicas dessas 

moléculas, além da estabilidade do complexo formado por elas. O experimento 

foi realizado no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), com o 

equipamento DynaPro modelo LSR, um detector de espalhamento de luz. A 

análise dos dados foi realizada utilizando o software Dynamics V6. A forma 

molecular da proteína utilizada foi a globular, em comprimento de onda de 800 

nm. 

As amostras de BTCI e proteassoma foram diluídas em tampão Tri-HCl 

20 mM pH 7,5 (5.3); esterilizadas em filtro Millipore 0,22 µm e adicionadas à 

cubeta de 120 µL previamente lavada com detergente Hermax® e metanol e 

secada com ar comprimido. Os experimentos foram realizados com variações 

de temperatura (25 a 60°C), de NaCl (0 – 50 mM) e de pH (2 a 12). Os dados 

foram analisados a partir da relação entre o diâmetro hidrodinâmico e a 

intensidade de espalhamento da luz.  
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 No EDL, o raio hidrodinâmico (RH) de uma partícula é calculado a partir 

do coeficiente de difusão (D) por meio da equação de Stokes-Einstein, onde k é 

a constante de Boltzmann, T é a temperatura e f (= 6πηRH) é o coeficiente 

friccional para uma esfera compacta em meio viscoso. 

D = kT/ ƒ (2) 

O sinal da intensidade da luz espalhada é dado pela intensidade I, em 

função do tempo t, através da seguinte equação, onde   é o decaimento do 

tempo:  

 

 

Os dados obtidos pela curva de auto-correlação da intensidade de 

espalhamento de luz foram ajustados para “baseline” = 1,0 (± 0,005) e SOS = 

1000. O baseline 1,0 indica que a difusão das moléculas é detectada e 

autocorrelacionada com a sua posição inicial. 

Para cada experimento foi feita uma média de 100 aquisições e a 

temperatura interna da amostra foi controlada por um sistema Peltier acoplado 

ao detector. As concentrações ideais de uso no EDL foram calculadas pelo 

programa “Optimization Calculator” do software. A concentração de 

proteassoma utilizada foi de 21,4 nM e a concentração mínima de BTCI 

detectada pelo aparelho foi de 15 µM, devido ao seu tamanho reduzido. 

Concentrações menores de BTCI não eram identificadas pelo aparelho, 

portanto, o desaparecimento do pico do inibidor na presença do proteassoma 

20S indica que parte dele está 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 concentração de 15 µM a 90 µM. 
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6.7 Análise da estabilidade estrutural do proteassoma por Dicroísmo 

Circular (DC) 

 

6.7.1 Análise da estrutura secundária 

 

A análise estrutural do proteassoma em diferentes condições foi 

realizada no espectropolarímetro Jasco 816, com entrada para nitrogênio 

gasoso e acoplado a um sistema Peltier para controle da temperatura. O 

nitrogênio gasoso chega ao equipamento com uma temperatura de 25ºC, após 

passar por uma serpentina em banho de água destilada. O nitrogênio substitui 

o oxigênio do interior do aparelho para evitar danos no sistema óptico devido à 

formação de ozônio, a qual ocorre quando há oxigênio na presença 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 dicróico foi fixado para a 

análise de desnaturação térmica. Os dados foram coletados em triplicata, onde 

o valor final era uma média aritmética dos valores obtidos. O sinal dicróico foi 

medido a uma velocidade de 100 nm/min e processado pelo programa Spectra 

Manager (JASCO). 

As concentrações de proteassoma utilizadas nos ensaios variaram entre 

0,04 e 0,06 mg/mL, com pHs entre 2 e 12 (tampões 5.3), em cubeta de quartzo 

de 1 mm. Os dados registrados em miligraus foram convertidos para 

elipticidade residual molar usando a seguinte equação: 

[]m = 112*/10*C*ℓ  (4) 

Onde,  é o sinal dicróico em milligraus, C é a concentração da amostra 

em miligramas por mililitro e ℓ é a espessura da cubeta utilizada, em 

centímetros. Os dados foram corrigidos com a linha de base para que a 

contribuição do tampão fosse removida. 

 As porcentagens de estrutura secundária do proteassoma foram 

calculadas utilizando o software CDNN Spectra Deconvolution 

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

Alemanha), com a opção de tipo de sinal dicróico de elipticidade molar. Os 

http://bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn/
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valores selecionados foram os que apresentaram somatório das porcentagens 

mais próximo de 100%.  

 

6.7.2 Desnaturação térmica 

 

Ensaios de desnaturação térmica do proteassoma foram realizados em 

comprimentos de onda fixados para cada pH, conforme os espectros obtidos 

na região UV distante. Esses espectros foram acumulados quatro vezes e o 

espectro registrado foi a média aritmética desses valores. 

Nesses ensaios as curvas de desnaturação térmica foram obtidas nos 

pHs 2 – 12 (tampões 5.3), elevando-se a temperatura de 25ºC a 95ºC. 

Espectros foram registrados na faixa de 190 - 260 nm a cada aumento de 10ºC 

na temperatura. 

A voltagem registrada pelo equipamento foi monitorada para não 

exceder 700 V, pois essa voltagem pode causar danos às lentes do 

equipamento. Os dados obtidos foram convertidos de miligraus para 

elipticidade molar, utilizando a equação (4).  

 

 

6.8 Ensaios de citolocalização por imunofluorescência  

 

Para testes de citolocalização, células de câncer de mama da linhagem 

MCF-7 foram incubadas em uma placa de 24 poços contendo pequenas 

lamínulas ao fundo, para adesão dessas células. Seis poços foram utilizados: 

um sem o BTCI, os outros cinco com BTCI (200µM) 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 paraformaldeído 3,7% 

por 1 hora à 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 primário: camundongo anti-BTCI, na 

proporção 1:100, e coelho anti-proteassoma (Affiniti - Biomol), na proporção 

1:1000 em PBS e leite desnatado 1% à temperatura ambiente por 2 horas, e 

lavadas em seguida com PBS. O primeiro anticorpo secundário, cabra anti-
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coelho conjugado com Alexa Fluor 633 (Invitrogen), em PBS e leite desnatado 

1%, foi incubado por 2 horas. As células foram então lavadas 5 vezes com 

PBS. O segundo anticorpo secundário foi colocado: coelho anti-camundongo 

conjugado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen), em PBS e leite desnatado 1%, por 

2 horas. Ambos os anticorpos secundários foram incubados no escuro, à 

temperatura ambiente, na proporção 1:300. Em seguida, as células foram 

lavadas com PBS e água MilliQ.  

As lamínulas foram retiradas cuidadosamente dos poços e colocadas 

sobre lâminas tratadas com uma gota de Prolong (Invitrogen), um fixador que 

contém corante de DNA (DAPI). Esse componente preserva a fluorescência do 

anticorpo secundário. As lâminas foram armazenadas a 40C, cobertas por 

papel alumínio e visualizadas dois dias depois em um microscópio Confocal de 

Imunofluorescência. 

As intensidades dos lasers do Microscópio Confocal de Fluorescência 

foram padronizadas para cada comprimento de onda. Assim, a variação de 

intensidade em cada lâmina pôde ser comparada experimentalmente. As 

imagens foram analisadas pelo programa ImageJ (processador de imagens 

baseado no Java, de domínio público), o qual calcula a média de intensidade 

de fluorescência de cada figura, permitindo a quantificação da intensidade de 

fluorescência de cada proteína marcada. 

 

 

6.9 Efeito do BTCI e peptídeos na ubiquitinação de proteínas celulares 

 

 Células MCF-7 foram crescidas, conforme descrito anteriormente (item 

6.3) e colocadas em placas estéreis de 12 poços. As células foram tratadas 

com BTCI (200 µM), com Pep1 (400 µM), com Pep2 (400 µM) e com MG132 

(10 µM) por 2 e 4 horas. Um grupo de células não foi tratado, correspondendo 

ao grupo controle. O ensaio foi realizado em duplicata. 

Após o tratamento, foram adicionados 100 µL de tampão de amostra 

SDS-PAGE nas células para que as mesmas fossem lisadas e o extrato 

protéico total fosse preservado. O material foi submetido à sonicação para 

quebra de DNA, por 30 segundos, 3 vezes, com intervalos de repouso em gelo. 
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Depois, as amostras foram incubadas em água fervente (100ºC) por 5 minutos, 

para desnaturação protéica. 

As amostras foram aplicadas em gel de acrilamida 8% e o gel foi 

submetido à amperagem constante de 25 mA em temperatura ambiente. 

Geralmente, essa amperagem corresponde a uma voltagem inicial de 80 Volts 

e final de 200 Volts. 

Após a corrida, o gel foi retirado da placa e colocado em um 

equipamento de transferência para membrana de Nitrocelulose, iBlot Gel 

Transfer System, Invitrogen. O procedimento foi realizado conforme o manual 

do equipamento. A transferência ocorreu em 6 minutos. 

A membrana foi então colocada em solução fixadora (5.4.2) por 20 

minutos, sob agitação branda à temperatura ambiente. A solução foi 

descartada e a membrana lavada com PBS 1X. A membrana foi então 

incubada com leite desnatado 5% em PBS 1X por 2 horas sob agitação à 

temperatura ambiente. Em seguida essa membrana foi lavada com PBS e o 

anticorpo primário anti-ubiquitina em coelho (Sigma) foi adicionado na 

proporção 1:100 em PBS e leite desnatado 1%, à temperatura ambiente por 2 

horas, sob agitação. A membrana foi lavada com PBS por 1 hora, com trocas 

da solução do tampão a cada 10 minutos. O anticorpo secundário anti-coelho 

conjugado com fosfatase alcalina (ZYMED) na proporção 1:1.000, em PBS - 

leite 1% foi adicionado e a membrana  incubada por 2 horas, sob agitação, à 

temperatura ambiente. 

A membrana foi novamente lavada por 1 hora com PBS para retirar todo 

o excesso de anticorpo secundário. A solução APB (5.4.3) foi adicionada à 

membrana por 1 minuto, e, em seguida, a solução reveladora de fosfatase 

alcalina (5.4.4) foi incubada por 20 minutos para visualização dos resultados. A 

membrana foi fotografada em fotodocumentador com luz branca, coberta com 

papel filtro e revestida em papel alumínio para armazenamento à 4ºC. 

Para controle da quantidade de proteína colocada em cada amostra do 

gel, a membrana foi marcada com anticorpo contra uma proteína do 

citoesqueleto, constitutivamente expressa, a β-tubulina. O anticorpo coelho 

anti-βtubulina (Sigma) foi incubado à temperatura ambiente por 2 horas na 

proporção 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 secundário anti-coelho conjugado com fosfatase 

alcalina (ZYMED) na proporção 1:1.000, em PBS - leite 1%, por 2 horas, sob 

agitação, à temperatura ambiente. A membrana foi então novamente 

fotografada e armazenada em papel filtro a 4ºC. 

A quantificação relativa da intensidade de ubiquitinação em cada poço 

foi realizada com o programa ImageJ, o qual quantifica o número médio de 

pixels em cada região delimitada. A quatificação absoluta da intensidade de 

ubiquitinação foi marcada com uma área determinada correspondente a cada 

poço. Essa quantificação foi então divida pela intensidade da banda da β-

tubulina em cada poço, para a análise relativa. O controle negativo (sem 

inibidores) foi padronizado com intensidade de 100%. 

 
 
6.10 Sobreposição estrutural do BTCI e da ubiquitina 

 

A sobreposição de estruturas terciárias do BTCI e da ubiquitina foi 

realizada utilizando o programa Top Match, um serviço de alinhamento e 

sobreposição de estruturas de proteínas, disponível gratuitamente na internet 

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

O alinhamento foi realizado com o código do PDB (“Protein Data Bank”, 

Banco de Dados de Proteínas) da ubiquitina, 1UBQ, depositado por Vijay-

Kumar et al., 1987; e o código do BTCI, 2G81, depositado por Barbosa et al., 

2007. O código do PBD 2G81 corresponde ao complexo binário BTCI e a 

enzima tripsina. Portanto, para fazer a sobreposição estrutural somente com o 

inibidor, a contribuição dos átomos da tripsina foi removida do arquivo PDB em 

questão. O programa mostra a sobreposição das estruturas terciárias e faz o 

cálculo da porcentagem de similaridade estrutural e do root-mean-square error 

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

 
 
 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

7.1 Purificação e análise da pureza do BTCI 

 

O BTCI foi purificado do extrato bruto de sementes de Vigna unguiculata, 

com rendimento de 18 a 36 mg de proteína para cada 500 g de semente. A 

figura 9 mostra o cromatograma obtido do processo de cromatografia de troca 

iônica do inibidor. O espectro representa as frações coletadas entre o gradiente 

de 0,2 a 0,6 M de NaCl, com três picos bem definidos, sendo o BTCI 

encontrado puro a partir da descida do terceiro pico (nas frações 43 a 54). 
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Figura 9. Purificação do BTCI por cromatografia de troca iônica (DEAE-celulose) a partir do 

extrato bruto obtido de sementes de Vigna unguiculata. A eluição do inibidor ocorreu entre as 

frações 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 não apresentou contaminante 
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e a massa molecular do inibidor observada no gel foi próxima à massa real do 

BTCI, 9.1 kDa. 

 

 

 

 

 

Figura 10. Análise da pureza do BTCI em gel de poliacrilamida 13 %. O poço 1 mostra o 

marcador de massa molecular e o poço 2, o BTCI purificado. Marcador molecular: 14.4 kDa 

(Lisozima), 18.4 kDa (β-lactoglobulina), 25.0 kDa (REase Bsp98I), 35.0 kDa (Lactato 

dehidrogenase), 45.0 kDa (Ovalbumina), 66.2 kDa (Albumina de Soro Bovino). 

 

 

7.2 Obtenção 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 ligação dos mesmos em uma membrana de 

nitrocelulose com 400 µg de BTCI purificado transferidos de um gel de 

poliacrilamida. Os anticorpos foram eluídos com tampão 0,2 M de glicina-HCl 

pH 2,8 e o pH da solução foi neutralizado. Para testar a funcionalidade desse 

anticorpo policlonal, foi realizado um ensaio de Western Blotting, onde foram 

aplicados nos poços do gel de poliacrilamida 13%, o marcador de massa 
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molecular, 10 µg de BTCI purificado, soro pré-imune e extrato total de proteínas 

de fígado de camundongo, como controles negativos (figura 11 A). A marcação 

da fosfatase alcalina somente na região do BTCI indica que o anticorpo 

policlonal obtido é específico. O controle negativo, correspondente ao ensaio 

com o BTCI purificado transferido para uma membrana de nitrocelulose e a 

incubação com soro pré-imune, está apresentado na figura 11 B. Esse 

resultado mostrou que não houve reação da fosfatase alcalina, o que indica 

que não havia anticorpos anti-BTCI no soro pré-imune, e não estava ocorrendo 

reação inespecífica com outra proteína do soro.  

 

                         
 

Figura 11. Atividade dos anticorpos policlonais anti-BTCI avaliada por Western Blotting. (A) 

Membrana de nitrocelulose indicando ligação do anticorpo com o BTCI (seta). 1: marcador de 

massa molecular; 2: BTCI puro; 3: soro pré-imune; 4: extrato de proteínas totais de fígado de 

camundongo. (B) Membrana mostrando que não houve ligação inespecífica de outras 

proteínas do soro pré-imune com o BTCI. 

 

 

7.3 Obtenção do proteassoma 20S 

 

Os ensaios de atividade inibitória do BTCI, análise estrutural do 

proteassoma e da sua interação com o inibidor foram realizados utilizando 

proteassoma 20S purificado de eritrócitos de equinos, por cromatografias 

   1       2        3       4 A B 
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sequenciais. A pureza da amostra pode ser observada na figura 12, a qual 

mostra as subunidades proteassomais, em gel de poliacrilamida desnaturante 

13%. 

 

 

 

 

 

Figura 12. Proteassoma 20S purificado de eritrócito de cavalo. A amostra apresenta as 

subunidades proteassomais observadas no poço 2. O poço 1 corresponde ao marcador de 

massa molecular: 14.4 kDa (Lisozima), 18.4 kDa (β-lactoglobulina), 25.0 kDa (REase Bsp98I), 

35.0 kDa (Lactato dehidrogenase), 45.0 kDa (Ovalbumina), 66.2 kDa (Albumina de Soro 

Bovino). 

 

 

7.4 Atividade inibitória do BTCI e de peptídeos sintéticos  

 

7.4.1 Ensaio de atividade do BTCI 

 

Ensaios da atividade proteásica do proteassoma foram realizados com 

substratos específicos para quimotripsina, tripsina e caspase na presença do 

BTCI. 
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Como mostrado na figura 13, o BTCI inibiu as atividades enzimáticas 

similares à quimotripsina, tripsina e caspase. A inibição do proteassoma foi 

total para as três enzimas, sendo a tripsina e a quimotripsina as mais 

fortemente inibidas. Esses resultados indicam o BTCI como um novo inibidor 

natural de proteassoma 20S.   
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Figura 13. Atividade inibitória do BTCI contra o proteassoma. A atividade residual do 

proteassoma foi avaliada na presença de BTCI em concentrações variando de 0–30 x 10
-6

 M, 

com 3 tipos de substratos, Suc-leu-leu-val-tyr para quimotripsina, Boc-leu-arg-arg para tripsnia 

e Z-leu-leu-glu-βna 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 padrão do ensaio realizado em triplicata. 

 

 

7.4.2 Cálculo da constante de inibição 

 

O cálculo da constante de inibição (Ki) do BTCI para cada atividade 

proteassomal foi realizado utilizando o programa Grafit, versão 3.0.1.0, e a 

equação de Morrison. Esse programa permite o ajuste dos dados 

experimentais para o cálculo da constante de inibição, Ki. A figura 14 mostra os 

ajustes das curvas experimentais e os respectivos valores das constantes de 

inibição do BTCI para cada atividade proteassomal. Os valores encontrados 
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para a atividade de quimotripsina foi igual a 7,0 x 10-7 M, de tripsina de 1,0 x 

10-7 M (maior atividade inibitória), e para caspase de 1,4 x 10-6 M (menor 

atividade inibitória). Todas as constantes de inibição foram calculadas obtendo 

um Chi quadrado (2) inferior a 0,012, mostrando que o ajuste representou 

corretamente os valores experimentais.  

 

 

    

 

 

 

Figura 14. Atividade enzimática do proteassoma 20S na presença do BTCI em concentrações 

variando de 0 a 30 x 10
-6

 M. (A) Atividades similares da quimotripsina, (B) tripsina e (C) 

caspase. Relação entre a atividade inibitória do BTCI obtida experimentalmente (o) e ajustada 

pelo programa Grafit (---), para cálculo da constante de inibição (Ki).  
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7.4.3 Ensaio de atividade dos peptídeos derivados  

 

Ensaios enzimáticos com 2 peptídeos derivados do BTCI, o Pep1, que 

inibe somente a quimotripsina e o Pep2, que inibe apenas a tripsina, foram 

realizados para avaliação da atividade inibitória dos sítios reativos do BTCI 

contra o proteassoma. Os ensaios foram realizados com a concentração de 2 

µg/mL de proteassoma 20S purificado e com os substratos específicos desse 

complexo (quimotripsina, tripsina e peptidil-glutamil hidrolase). 

Os peptídeos foram preparados na concentração de 50 a 1200 µg/mL e 

utilizados em ensaios isolados e ensaios com adição das duas moléculas na 

proporção 1:1, para analisar o efeito sinergético entre elas. 

A figura 15 mostra que o Pep1, peptídeo que inibe a quimotripsina, inibiu 

a atividade quimotripsina-like do proteassoma, em aproximadamente 80% da 

atividade residual. Adicionalmente, esse peptídeo inibiu as atividades tripsina 

(aproximadamente 60%) e caspase-like (aproximadamente 25%), em menores 

proporções (figura 15 A). 

O peptídeo que inibe a tripsina, Pep2, apresentou atividade inibitória 

contra a atividade tripsina-like do proteassoma, para valores próximos de 75%. 

Ele não apresentou efeito inibitório contra a atividade caspase-like e ativou a 

atividade quimotripsina-like do proteassoma em concentrações menores que 

400 µM. A partir dessa concentração, o peptídeo inibiu a atividade 

quimotripsina do proteassoma em 50% (figura 15 B). 

A inibição da atividade quimotripsina-like utilizando os dois peptídeos no 

mesmo ensaio foi de 82% da atividade proteolítica do proteassoma. Nessa 

condição ocorreu ativação da atividade caspase-like 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 µM 

de peptídeos (figura 15 C).  

Esses resultados sugerem que o Pep1 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 peptídeo Pep2 pode estar causando alguma mudança no 

sítio de atividade quimotripsina-like, aumentando sua atividade. Os resultados 
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obtidos com os peptídeos no mesmo ensaio indicam provável preferência pela 

inibição do sítio da quimotripsina, o que ativaria a atividade de outro sítio, o da 

tripsina, como é mostrado na figura 15 C. A partir de 800 µM os peptídeos 

inibiram praticamente 90% da atividade tripsina-like do proteassoma.  
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Figura 15. Ensaio de atividade dos peptídeos derivados do BTCI com o proteassoma. A 

atividade residual do proteassoma foi avaliada em concentrações variadas dos peptídeos (0 – 

1200 x 10
-6

 M) com 3 tipos de substratos, Suc-leu-leu-val-tyr para quimotripsina, Boc-leu-arg-

arg para tripsnia e Z-leu-leu-glu-βna 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 Pep1 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 concentrações maiores (B). Atividade 

inibitória dos peptídeos adicionados no mesmo ensaio na proporção 1:1, onde ocorreu inibição 

da atividade quimotripsina-like e ativação da atividade de tripsina do proteassoma. Em 

concentrações maiores, ocorreu inibição dessa atividade (C). As barras mostram o desvio 

padrão do ensaio realizado em triplicata. 

 

 

7.5 Interação entre o BTCI e o proteassoma analisada por 

Espalhamento Dinâmico de Luz – EDL 

 

A técnica de Espalhamento Dinâmico de Luz (EDL) permite a 

caracterização molecular hidrodinâmica de proteínas (raio hidrodinâmico e 

massa molecular) e o estudo de interações entre complexos na formação de 

estruturas oligoméricas. Os experimentos com EDL foram realizados para 

caracterizar o BTCI e o proteassoma 20S, estudar a formação do complexo 

protease-inibidor e avaliar a estabilidade do mesmo quanto à variação de 

temperatura, pH e força iônica. 

 

7.5.1 Parâmetros hidrodinâmicos do proteassoma 20S 

 

O proteassoma 20S foi analisado em EDL na concentração de 21,4 nM, 

filtrado em filtro Millipore 0,22 µm, em solução Tris-HCl 20 mM, pH 7,5 

(padronizada para estes ensaios). A curva de espalhamento de luz 

apresentada na figura 16 mostra o alto grau de pureza do proteassoma em 

solução, indicado pelo baixo valor da polidispersividade de 16,5 %, 

correspondendo à presença de uma única forma molecular (monodispersa). A 

massa molecular aproximada obtida foi de 505,2 kDa, distinta do valor 

reportado para essa estrutura molecular (~ 700 kDa). Essa diferença se deve à 

aproximação considerada para o cálculo dos parâmetros hidrodinâmicos 

utilizando o programa do equipamento, o qual considera a proteína na forma 

globular, mas, no entanto, a forma do proteassoma 20S é cilíndrica.  
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Figura 16. Intensidade de espalhamento de luz e diâmetro hidrodinâmico do proteassoma 20S. 

A curva mostra que não há contaminação da solução de proteassoma. A massa molecular 

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

 

 

7.5.2 Parâmetros hidrodinâmicos do BTCI  

 

As medidas dos parâmetros hidrodinâmicos do BTCI purificado foram 

realizadas em tampão Tris-HCl pH 7,5 e a amostra foi filtrada em filtro Millipore 

0,22 µm. Devido ao seu tamanho reduzido, apenas amostras de inibidor com 

concentrações acima de 15 µM foram detectadas. Dessa forma, nos ensaios 

com o proteassoma 20S e o BTCI na concentração mínima (15 µM), 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 está 

associada ao proteassoma. 

O BTCI apresenta tendência de associação em formas diméricas e 

triméricas na faixa de concentração de 15 a 60 µM e forma agregados a partir 

dessa última concentração (figura 17). Na concentração de 45 µM o BTCI 

apresenta polidispersividade alta (28,4 %), indicando que nessa concentração 

o inibidor apresenta mais de uma forma molecular. As amostras em 15 e 30 µM 

apresentaram polidispersividade menor que 14%, indicando serem 

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

correspondendo às formas  trimérica e dimérica, respectivamente.  

 

 

 

Figura 17. Intensidade de espalhamento de luz em relação ao diâmetro hidrodinâmico do BTCI 

em diversas concentrações. A 30 µM o BTCI formou um dímero (vermelho) e a 15 µM formou 

trímeros (preto). Em 45 µM, o BTCI apresentou alta polidispersividade (azul) e nas 

concentrações menores foi caracterizado como uma molécula monodispersa. Os picos 

marcados pela seta mostram agregados do BTCI, nas concentrações de 60 µM (verde), 75 µM 

(rosa) e 90 µM (dourado).  

 

 

7.5.3 Formação do complexo BTCI - proteassoma 20S 

 

A formação do complexo entre o BTCI e o proteassoma 20S foi 

monitorada por ELD, com a adição de concentração crescentes de BTCI à 

amostra de proteassoma 20S, em tampão Tris-HCl pH 7,5. 

A análise da formação 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 estão ligadas ao proteassoma. A figura 18 A mostra a 

formação do complexo BTCI - Proteassoma 20S, na concentração de 

proteassoma padronizada (21,4 nM) e na concentração de 15 µM do BTCI. 
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 Concentrações superiores de inibidor resultam em formas de BTCI livre 

(figura 18 B), indicando que para os estudos de associação e estabilidade do 

complexo, a melhor concentração de BTCI é de 15 µM, 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, próxima à 

massa que representa o proteassoma sozinho, considerando que a massa do 

inibidor é desprezível em relação ao proteassoma 20S.  

 

 

 

 

Figura 18. Formação do complexo BTCI - proteassoma 20S monitorada por ELD. O pico de 

espalhamento mostra a formação do complexo, na concentração de 15 µM e 21 nM de BTCI e 

proteassoma, respectivamente (A). Todas as outras concentrações de BTCI resultaram em 

formas de inibidor dissociado, com diâmetro hidrodinâmico menor que 10 nm. Além disso, o 

BTCI nas concentrações acima de 30 µM apresenta tendência de formação de estruturas 

oligoméricas (diâmetro hidrodinâmico de até ~ 8 nm) e de agregados com o proteassoma, 

indicado pelos valores dos diâmetros hidrodinâmicos acima de 20 nm, distinto do valor 

encontrado para o proteassoma na forma monomérica (aproximadamente 15 nm de diâmetro 

hidrodinâmico). Complexo com 30 µM de BTCI (vermelho), 45 µM (azul), 60 µM (verde), 75 µM 

(rosa) e com 90 µM de inibidor (dourado) (B). 

  

 

7.5.4 Cinética da formação do complexo  

 

A formação do complexo BTCI – proteassoma pode ser observada pelo 

desaparecimento do pico correspondente ao diâmetro hidrodinâmico do 

inibidor, na concentração de 15 µM. Entretanto, essa formação não é imediata, 

Complexo (15 µM de BTCI) 
BTCI dissociado 

(30 a 90 µM) 

Agregado A B 
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visto que com apenas 15 minutos de incubação das duas moléculas, o pico de 

BTCI livre na forma dimérica (18 kDa) ainda é observado (figura 19). Quando 

essa incubação perdura por 45 minutos, o pico do inibidor não é mais 

observado. Medidas com intervalo menor que 30 minutos não foram possíveis 

visto que a coleta no equipamento ocorre em tempos superiores a 30 minutos. 

O deslocamento de diâmetro hidrodinâmico de 21,9 para 22,7 nm mostra que o 

BTCI provocou mudanças estruturais no proteassoma, indicando uma provável 

abertura do complexo proteolítico.  

 

 

 

Figura 19. Formação do complexo BTCI – proteassoma após 45 minutos de incubação das 

moléculas (vermelho). Com 15 minutos de incubação (preto), o pico de BTCI é observado, 

indicando que a formação do complexo não é imediata. O pico que representa o diâmetro 

hidrodinâmico do complexo está levemente deslocado para a direita indicando mudança 

estrutural causada pela associação 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 incubação das moléculas por 45 

minutos, em solução tampão Tris-HCl pH 7,5. A varredura do espalhamento 

45 min 

15 min 

BTCI oligomérico 
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dinâmico de luz foi feita na faixa de 25 - 60oC, com incrementos de 5ºC (figura 

20 A). 

O complexo apresentou estabilidade estrutural até a temperatura de 

55ºC, onde foram observados picos sobrepostos com diâmetro hidrodinâmico 

de aproximadamente 15 nm (valor correspondente ao tamanho do 

proteassoma) e baixa polidispersividade (média de 17%), indicando que o 

complexo apresenta uma única forma molecular. Entretanto, variações mínimas 

de diâmetro hidrodinâmico nas temperaturas de 25ºC a 55ºC foram observadas 

(figura 20 B). De 25ºC a 40 ºC ocorre um aumento do diâmetro hidrodinâmico, 

indicando mudanças estruturais do complexo causadas pelo aumento da 

temperatura. De 40ºC a 55ºC ocorre perda de moléculas de água da camada 

de solvatação, o que explica a diminuição do diâmetro hidrodinâmico do 

complexo. A 60ºC, o complexo é desfeito, visto que o pico correspondente ao 

BTCI oligomérico dissociado aparece (menor que 10 nm). Além disso, ocorre 

agregação do proteassoma, indicado pelo aumento do diâmetro hidrodinâmico 

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 55ºC. Em 60ºC (cor vinho) ocorre dissociação do complexo, indicada pelo pico 

de espalhamento correspondente ao BTCI dissociado. A agregação do proteassoma é indicada 

pelo diâmetro hidrodinâmico de 248,5 nm. Temperatura de 25ºC está representada em preto, 

30ºC, em vermelho, 35ºC, em azul claro, 40ºC em rosa, 45ºC, em dourado e 55ºC está na 

coloração azul escuro (A). De 25 a 55ºC o complexo apresenta variações no diâmetro 

hidrodinâmico. O aumento do diâmetro indica mudanças estruturais (25ºC – 40ºC) e a 

diminuição desde, indica perda da camada de solvatação (40ºC a 55ºC) (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 µM) foram preparadas em tampões (item 

5.4) com pH variando de pH 2 a pH 12. O complexo é estável 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 condições (figura 21 A). O 

diâmetro hidrodinâmico diminuiu com o aumento do pH, indicando perda de 

moléculas de água na camada de solvatação devido a alterações das 

condições iônicas do meio, induzindo modificações conformacionais do 

complexo (figura 21 B).  

Análises de amostras do BTCI em pHs 2 e 4 indicaram a forte tendência 

a agregação dessa molécula. Em pH 12 o BTCI apresentou tendência à 
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agregação, no entanto, outras formas moleculares aparecem com diâmetro 

hidrodinâmico de 22 nm (figura 21 C).  

O proteassoma 20S nos pHs 2 e 4 aparece na forma de agregados de 

diâmetro hidrodinâmico superior a 40 nm. Em pHs 8, 10 e 12 o proteassoma 

apresentou diâmetro hidrodinâmico de aproximadamente 17 nm, 

correspondente às dimensões da molécula na forma monomérica. Em pH 6, o 

diâmetro hidrodinâmcio médio do proteassoma foi de 27 nm, com alta 

polidispersividade (34,7%), indicando a presença 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 formação do 

complexo dessas moléculas em pHs ácidos. 
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Figura 21. Estabilidade do BTCI, proteassoma 20S e complexo BTCI–proteassoma em 

diferentes pHs. O complexo apresentou estabilidade em pH 6 ao 12 (A) com diminuição do 

diâmetro hidrodinâmico com o aumento do pH (B). O BTCI (C) e o proteassoma (D) 

apresentaram tendência a formação de agregados em pHs 2 e 4. O pH 2 está representado em 

todos os gráficos na coloração preta, pH 4, em vermelho, pH 6, em azul, pH 8 em verde, pH 10, 

em rosa e o pH 12 está representado em dourado. 

 

 

7.5.7 Estabilidade do complexo sob efeito da forca iônica 

 

Para avaliar os efeitos do sal na estabilidade do complexo BTCI–

proteassoma 20S, concentrações crescentes de NaCl (0 a 50 mM) foram 

adicionadas nas amostras do complexo em tampão Tris-HCl pH 7,5. O BTCI e 

o proteassoma permaneceram na forma do complexo na ausência de NaCl 
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(figura 22 A). No entanto, o complexo dissociou em concentrações de NaCl a 

partir de 2 mM, indicado pelos picos de espalhamento correspondentes ao 

BTCI na forma oligomérica dissociada (figura 22 B).  

Os diâmetros hidrodinâmicos correspondentes ao proteassoma 

apresentaram polidispersividade maior que 17%, compatível com o 

proteassoma 20S na forma monomérica e outras formas, além de parte das 

moléculas na forma do complexo, com mudanças conformacionais, 

principalmente devido ao ambiente salino. O NaCl provocou aumento e 

diminuição de 2 nm do diâmetro hidrodinâmico do proteassoma 20S até 

concentrações de 10 mM e 30 mM, respectivamente, retornando em seguida 

ao valor basal, na concentração de 50 mM (figura 22C). Isso indica que o NaCl 

altera a conformação do proteassoma 20S, compatível com o aumento da 

flexibilidade da molécula, o que colabora para a dissociação do inibidor BTCI.  
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Figura 22. Efeito do NaCl na estabilidade do complexo BTCI–proteassoma. O BTCI foi 

identificado na forma oligomérica dissociada em todas as concentrações de NaCl, e 

complexado na ausência de NaCl (preto) (A). Concentrações de NaCl acima de 2 mM 

promoveram a dissociação do complexo (B). O NaCl altera a conformação do proteassoma, 

refletido pela variação do  diâmetro hidrodinâmico (C). 2 mM de NaCL está representado pela 

cor vermelha; 5 mM, azul claro; 10 mM, verde; 20 mM, rosa; 30 mM, dourado; 40 mM, azul 

escuro; e 50 mM está apresentado na cor vinho.  

 

 

 Em conclusão, o BTCI se associa com o proteassoma 20S após 45 

minutos de incubação e este complexo apresenta termoestabilidade até 55ºC e 

estabilidade entre pHs 6 e 12. Além disso, o NaCl promove a dissociação do 
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complexo nas concentrações acima de 2 mM, provocando alteração da 

conformação do proteassoma.  

 

 

7.6 Estrutura e estabilidade do proteassoma analisada por Dicroísmo 

Circular (DC) 

 

A fim de se avaliar a estrutura secundária e a desnaturação térmica do 

proteassoma, experimentos de dicroísmo 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 secundária do 

proteassoma 20S por meio da leitura da elipiticidade em comprimento de onda 

específico, além de permitir o cálculo da porcentagem de estruturas 

secundárias que formam esse complexo. 

 

 

7.6.1 Análise da estrutura secundária do proteassoma 20S 

 

A análise de estrutura secundária do proteassoma 20S foi realizada em 

comprimento de onda UV distante (190 - 260 nm), à temperatura ambiente e 

em tampão Tris-HCl 2 mM, pH 7,5. O espectro obtido apresentou duas bandas 

dicróicas bem definidas em comprimentos de onda de 208 e 222 nm, indicando 

predominância de estrutura do tipo α-hélice (figura 23). 
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Figura 23. Espectro dicróico do proteassoma 20S. Os dados foram coletados em 

comprimentos de onda UV distantes (190 - 260 nm). Duas bandas dicróicas em 208 e 222 nm 

são observadas, o que corresponde a uma estrutura secundária predominantemente formada 

por α-hélices. 

 

 

O cálculo de porcentagens de estrutura secundária do proteassoma 20S 

foi realizado com o programa CD Spectra Deconvolution. Os valores 

encontrados de estrutura secundária foram de predominância para α-hélice 

(45,9 %), com aproximadamente 25 % de estruturas do tipo β e 29 % de 

estruturas randômicas (tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 75 

Tabela 2. Cálculo da porcentagem de estruturas secundárias do proteassoma 20S usando o 

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

 

Porcentagens de Estruturas Secundárias 

α - hélices 45,9 % 

Fitas β Antiparalelas 4,1 % 

Fitas β Paralelas 6,6 % 

Voltas β 14,5 % 

Estruturas randômicas 28,6 % 

Total 99,7 % 

 

 

 

7.6.2 Desnaturação térmica 

 

A figura 24 mostra a variação da elipticidade molar do proteassoma com 

o aumento da temperatura, em diferentes pHs. A diminuição da elipticidade 

molar indica a perda de estrutura secundária da proteína e quando atinge o 

valor próximo de zero, representa a perda estrutural total, correspondente à 

desnaturação protéica. 

A figura abaixo mostra que não houve desnaturação 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 55ºC. Essa perda pode 

indicar a separação das subunidades proteassomais, provavelmente dos 4 

anéis protéicos (α, β, β, e α), formados cada um por sete subunidades.  

Nos pHs mais ácidos (2, 3 e 4) (figura 24 A) as estruturas secundárias 

do proteassoma foram preservadas, indicado pela manutenção ou aumento da 

elipticidade molar do proteassoma 20S. Isso pode ser devido à tendência de 

autoassociação do proteassoma nesses pHs, como foi observado por 

espalhamento de luz dinâmico (figura 21 D). Esses dados obtidos indicam a 

estabilidade térmica do proteassoma 20S em pH ácidos. 
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Figura 24. Desnaturação térmica do proteassoma em diferentes pHs. A perda de elipticidade 

molar, nos pHs acima de 5, a partir da temperatura de 55ºC (B), indica a diminuição de 

estrutura secundária e separação de subunidades proteassomais. A estrutura secundária do 

proteassoma em pHs 2 (preto), 3 (vermelho) e 4 (azul claro) (A) foi preservada  com o aumento 

de temperatura, devido a tendência de auto-associação  nesses pHs ácidos. pH 5 (roxo), pH 6 

(lilás), 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 variação de estrutura secundária 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, à temperatura 

ambiente, poucas variações 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 variação do pH, à temperatura ambiente. pHs: 2, em preto; 3, em vermelho; 4, em azul; 5, 

em roxo; 6, em lilás; 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 cálculo da porcentagem de estruturas secundárias foi realizado para 

quantificar essa variação de estruturas em cada pH (tabela 3). A tabela mostra 

que as maiores variações estruturais, principalmente de α-hélice, ocorreram em 

pHs ácidos (pH 2 ao pH 5), com perdas de até 10% dessa conformação e 

ganho de estruturas randômicas e fitas β antiparalelas. A maior perda de 

conformação de α-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 mínima variação 

(aproximadamente 1%) da porcentagem de α-hélices, e diminuição de 

aproximadamente 1,5 % de fitas β antiparalelas a partir do pH 9. Não há, 

portanto, grandes variações de porcentagem de estruturas secundárias em pHs 

neutros e básicos. Isso indica que a estrutura secundária das subunidades do 

proteassoma 20S é preservada nessas condições, como mostrado nos 

espectros da figura 25, com variações mínimas de elipticidade molar nos 

diferentes pHs.  
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Tabela 3. Cálculo da porcentagem de estruturas secundárias do proteassoma 20S em 

diferentes pHs à temperatura ambiente (25ºC), avaliadas pelo programa CD Spectra 

Deconvolution, nos espectros de 190 - 260 nm. 

 

Porcentagem de Estruturas Secundárias em diferentes pHs à temperatura 
ambiente 

 α – hélices 
Fitas β 

Antiparalelas 
Fitas β 

Paralelas 
Voltas β 

Estruturas 
randômicas 

pH 2 39,9 % 5,1 % 7,6 % 15,2 % 32,2 % 

pH 3 36,8 % 5,7 % 7,5 % 15,1 % 34,9 % 

pH 4 35,3 % 5,5 % 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 % 7,1 % 14,6 % 30,4 % 

pH 10 45,8 % 2,8 % 7,3 % 14,2 % 29,9 % 

pH 11 45,5 % 2,9 % 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, não alterou a estrutura 

secundária do proteassoma, o que é observado pela pequena perda de 

elipticidade molar nos gráficos correspondentes a cada pH (figura 26). Em pH 

3, houve uma diferença da elipticidade molar entre a temperatura de 25ºC e as 

demais temperaturas, o que pode ser explicado pelo comportamento anômalo 

da curva de  desnaturação nesse pH (figura 24 A), com perda abrupta do sinal 

dicróico de 25 a 30oC e manutenção do sinal até temperatura de 95oC. Nos 

pHs entre 5 - 12, observa-se alterações que correspondem à dissociação das 

subunidades, como foi mostrado na figura 24 B. Esses resultados mostram que 

o proteassoma 20S não sofre desnaturação total com a variação de pH e de 

temperaturas até 95ºC. Apenas ocorre variação de elipticidade molar na 

temperatura próxima de 60ºC (figura 24 B), com pequenas perdas de 

estruturas secundárias (figura 26), o que pode indicar a separação das 
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subunidades desse complexo nessa temperatura. Em pHs ácidos, o 

proteassoma apresenta maior estabilidade estrutural (figura 24 A), o que pode 

estar relacionado com a sua tendência de auto-associação nesses pHs, 

mostrada por espalhamento dinâmico de luz (figura 21 D) . 
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Figura 26. Espectros dicróicos do proteassoma 20S em diferentes pHs, com aumento da 

temperatura de 25 a 95ºC. Os espectros mostram que em nenhum pH houve perda significativa 

de estrutura secundária com o aumento da temperatura. A temperatura de 25ºC está 

apresentada em preto; a de 35ºC, em vermelho; a de 45ºC, em azul; a de 55ºC, em verde; a de 

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

 

 

7.7 Imunocitolocalização do BTCI e do proteassoma em células de 

câncer de mama MCF-7 

 

Ensaios de citolocalização do BTCI e do proteassoma foram realizados 

com marcação por anticorpo. As células MCF-7 foram tratadas com 200 µM de 

BTCI por períodos variados. O controle negativo foi realizado com a ausência 

pH 7.5 pH 8 

pH 9 pH 10 

pH 11 pH 12 
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do inibidor. A figura 27 mostra a localização do BTCI (verde) e do proteassoma 

(vermelho) nos tempos de incubação do inibidor de 2 a 36 horas. As duas 

moléculas estão colocalizadas no citoplasma e núcleo das células, como 

indicado pela coloração amarela, correspondendo à sobreposição da 

fluorescência verde (BTCI) e vermelha (proteassoma). Na ausência do inibidor 

(controle), não há sinal evidente de fluorescência verde, indicando que não 

houve marcação inespecífica do anticorpo marcado com esta coloração. 
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Figura 27. Análise de imunofluorescência do BTCI e proteassoma por microscopia confocal. 

Marcação do BTCI (verde) na primeira coluna, do proteassoma (vermelho) na segunda coluna 

e da colocalização dessas moléculas na terceira coluna com marcação para o DNA (azul). O 

experimento foi realizado com 2, 6, 12, 24 e 36 horas de incubação com BTCI. Pontos 

amarelos na terceira coluna indicam a colocalização do BTCI e do proteassoma, as quais são 

evidenciadas em todos os períodos. O controle negativo é representado na imagem com 

ausência de BTCI. A barra representa a medida de 20 µm. 

  

 

A quantificação da intensidade de fluorescência do BTCI, marcado pelo 

fluoróforo Alexa Flúor 488 (verde), e do proteassoma, marcado pelo Alexa 

Flúor 633 (vermelho), foi feita pelo programa ImageJ (figura 28). A 
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quantificação corresponde à média de intensidade de fluorescência de cada 

proteína marcada, das mesmas imagens apresentadas na figura 27.  

A intensidade de fluorescência correspondente ao BTCI (figura 28 A) 

diminuiu até as primeiras 12 horas de incubação e aumentou a partir desse 

tempo. Isso sugere que o inibidor entra na célula MCF-7 (alta intensidade de 

fluorescência inicial, 2 horas de incubação) e depois é provavelmente 

metabolizado. A partir de 12 horas, a intensidade do sinal de fluorescência 

volta a aumentar, sugerindo a entrada novamente do inibidor na célula. A 

intensidade de fluorescência correspondente ao proteassoma (figura 28 B) até 

12 horas diminuiu, o que pode sugerir a inibição desse complexo pelo BTCI, e, 

consequentemente sua degradação pelas células MCF-7. O aumento de 

intensidade de fluorescência correspondente ao proteassoma a partir de 24 

horas pode ser devido ao aumento da expressão dos genes desse complexo 

proteolítico. 

 

 

 

    

 

Figura 28. Quantificação da intensidade de fluorescência do BTCI (A) e do proteassoma (B), 

pelo programa ImageJ. A intensidade de fluorescência correspondente ao BTCI apresenta 

queda e posterior aumento, a partir de 12 horas de incubação, indicando entrada, provável 

metabolização e entrada novamente do inibidor na célula. O sinal de fluorescência 

correspondente ao proteassoma apresentou grande queda quando comparado com 2 horas de 

incubação de BTCI.  
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7.8 Efeito do BTCI e peptídeos derivados na ubiquitinação de proteínas  

 

Ensaio de Western Blotting foi realizado com anticorpo anti-ubiquitina 

para avaliar o efeito do BTCI e de peptídeos derivados do BTCI (Pep1 e Pep 2) 

na ubiquitinação de proteínas em células MCF-7 (figura 29 A). O inibidor 

sintético de proteassoma, MG 132, foi utilizado como controle positivo e a 

ausência de inibidores representou o controle negativo. 

Os resultados obtidos mostram que não houve aumento da ubiquitação 

de proteínas celulares na presença de BTCI em 2 e 4 horas de incubação, 

quando comparado com o controle negativo (ausência de inibidores). 

Resultados semelhantes foram obtidos para o Pep1, o qual não causou 

alteração na ubiquitinação de proteínas. O Pep2 provocou, com 2 horas de 

incubação, diminuição das proteínas ubiquitinadas, mas esse efeito não foi 

mais observado com 4 horas de tratamento com o Pep2. Quando as células 

foram incubadas com MG 132, houve um aumento de proteínas celulares 

ubiquitinadas, o que era esperado, pois a inibição do proteassoma provoca o 

acúmulo de proteínas ubiquitinadas. Esse aumento ocorreu principalmente com 

2 horas de incubação, indicando que a célula reverteu parte da degradação de 

proteínas após 4 horas de interação com inibidores de proteassoma. 

A perda de ubiquitinação de proteínas causada pelo Pep2 pode estar 

relacionada ao seu potencial de ativar a atividade quimotripsina-like do 

proteassoma na concentração utilizada, 400 µM, como pôde ser observado no 

ensaio enzimático com esse peptídeo (figura 15 B). O aumento da atividade 

proteassomal pode explicar a diminuição de proteínas ubiquitinadas, as quais 

são marcadas para degradação pelo proteassoma 26S. 

No ensaio, o controle da quantidade protéica colocada em cada poço foi 

obtido com a marcação das proteínas com um anticorpo anti-βtubulina, visto 

que a β-tubulina é uma proteína constitutiva da célula (figura 29 B). Esse 

controle é importante para mostrar que os efeitos de aumento ou diminuição de 

proteínas marcadas não são decorrentes de concentrações diferenciadas de 

proteínas totais em cada poço. Em todos os poços a marcação para β-tubulina 

foi de intensidades similares.  

Para quantificar as intensidades de marcação da fosfatase alcalina para 

proteínas ubiquitinadas, foi realizada a quantificação dos pixels em cada poço 
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pelo programa ImageJ (figura 29 B). A quantificação realizada foi relativa em 

relação à intensidade das bandas correspondentes à β-tubulina em cada poço. 

Considerando o controle negativo como 100%, observamos que não há 

aumento da ubiquitinação de proteínas nas células tratadas com o BTCI e com 

o peptídeo Pep1. Ocorre uma diminuição mínima da ubiquitinação na presença 

do BTCI e do Pep1. Já o Pep2, com 2 horas de incubação, causa diminuição 

da ubiquitinação (em 16%) e depois, um aumento dessa marcação com 4 

horas (aumento de 10%).  

O MG132, como esperado, apresenta um considerável aumento de 

ubiquitinação com 2 horas de incubação (aumento de 40%). 
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Figura 29. Efeito do BTCI e peptídeos derivados na ubiquitinação de proteínas de células 

MCF-7. As células foram tratadas com BTCI (200 µM - verde), Pep1 (400 µM - vermelho), Pep2 

(400 µM - azul) e MG 132 (10 µM - marrom). Controle sem inibidores (poço 1), 2 horas (poço 2) 

e 4 horas (poço 3) de incubação com o BTCI; 2 horas (poço 4) e 4 horas (poço 5), de 

incubação com o Pep1; 2 horas (poço 6) e 4 horas (poço 7), com o Pep2. Efeito do MG 132 

com 2 horas (poço 8) e 4 horas (poço 9) (A). Controle positivo da quantidade de proteínas 

totais em cada poço, com a marcação de um anticorpo para β-tubulina (seta), uma proteína do 

citoesqueleto, constitutiva (B). A quantificação relativa (em relação à β-tubulina) da marcação 

da fosfatase alcalina em cada poço foi realizada pelo programa ImageJ, considerando o 

controle negativo como 100%. 

  1      2      3     4     5      6     7      8     9      Poços 
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O aumento da ubiquitinação de proteínas em células tratadas com BTCI 

era esperado, visto que nesse trabalho, foi mostrado que o BTCI apresenta 

atividade inibitória para as três atividades proteolíticas do proteassoma. 

Entretanto, esse efeito não foi observado no ensaio de Western Blotting (figura 

29). Isso pode indicar que o BTCI não só está envolvido na via de degradação 

direta pelo proteassoma, mas também em outras vias moleculares, como 

exemplo, a via de ligação da ubiquitina no substrato, mediada pelas enzimas 

E1 (ativadora), E2 (conjugadora) e E3 (ligase). 

Para analisar se o BTCI poderia estar competindo com essas proteínas 

pela ligação da ubiquitina, foi realizado um estudo estrutural de comparação 

das estruturas terciárias do BTCI e ubiquitina, visando caracterizar as 

semelhanças ou diferenças estruturais que pudessem explicar tais resultados. 

A sobreposição da estrutura terciária do BTCI com a da ubiquitina (figura 30) foi 

realizada utilizando o programa Top Match, um serviço de alinhamento e 

sobreposição de estruturas de proteínas, disponível 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 Å), principalmente entre a região C-terminal da 

ubiquitina e a região C-terminal do BTCI (região de inibição da quimotripsina) 

(figura 30 D). Isso pode indicar que o inibidor pode estar competindo com a 

ubiquitina pelo sítio de reconhecimento desta pelas proteínas E1, E2 e/ou E3 

ligase (a ubiquitina se liga a essa proteínas pelo C-terminal). Ao impedir que a 

ubiquitina entre na via de marcação do substrato, ocorre uma diminuição da 

ubiquitinação de proteínas, mesmo que o proteassoma esteja inibido, o que 

pode explicar a ausência do aumento de proteínas ubiquitinadas em células 

tratadas com o BTCI. 
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Figura 30. Análise da sobreposição estrutural do BTCI com a Ubiquitina usando o servidor Top 

Match. Sobreposição da estrutura terciária da ubiquitina (roxo e vermelho) (A) com o BTCI 

(verde e laranja) (B) evidenciando os sítios de maior similaridade estrutural (laranja e vermelho) 

(C). A estrutura primária também foi analisada (D), onde estão mostrados os aminoácidos que 

compõe os sítios de similaridade estrutural da ubiquitina (1ª linha) e do BTCI (2ª linha).  

 

 

O peptídeo Pep1 corresponde à região C-terminal do BTCI, na qual está 

localizado o sitio reativo para a quimotripsina. Esse peptídeo apresentou 

resultado semelhante ao do BTCI na ubiquitinação de proteínas (figura 29), 

indicando que essa é a região que provavelmente está envolvida nos efeitos 

moleculares do BTCI nos ensaios de ubiquitinação aqui referenciados. 

Adicionalmente, efeitos citostáticos e citotóxicos semelhantes para o BTCI e o 

Pep1 em células MCF-7 foram demonstrados por Joanitti, 2008. 
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8. DISCUSSÃO 

 

 

O BTCI é 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 estáveis (Ventura et al., 1975). Os estudos com esse 

inibidor iniciaram-se há mais de trinta e cinco anos, com caracterizações físico-

químicas, bioquímicas e biofísicas e, recentemente, as propriedades 

anticarcinogênicas desse inibidor em células de câncer de mama foram 

relatadas (Joanitti et al., 2010). Apesar do número expressivo de trabalhos 

desenvolvidos com esse inibidor, nas áreas citadas, nenhum estudo foi 

realizado com o BTCI em vias moleculares relacionadas ao câncer de mama e 

interações com outras proteínas (além da tripsina e quimotripsina). 

O presente trabalho mostrou que o BTCI é um novo inibidor natural do 

proteassoma 20S. O inibidor apresentou alta afinidade inibitória pelas três 

atividades catalíticas do proteassoma, com constantes de inibição de 7,0 x 10-7 

M para a atividade quimotripsina-like, 1,0 x 10-7 M para a atividade tripsina-like 

e 1,4 x 10-6 M para a atividade caspase-like (figura 14). Esses resultados estão 

de acordo com os valores das constantes de inibição na ordem de 10-6 a 10-9 

M, calculados para a maioria dos inibidores do tipo Bowman-Birk (Ikenaka e 

Norioka, 1986).  

Os resultados de inibição das atividades quimotripsina-like e tripsina-like 

do proteassoma 20S foram semelhantes aos valores correspondentes à 

atividade inibitória 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 inibição contra caspase-like, o que provavelmente pode ser 

explicado por uma inibição estérica do inibidor ao atingir o sítio ativo do 

complexo enzimático. Essa conclusão é suportada pelos resultados 

encontrados para a atividade inibitória dos peptídeos derivados de BTCI (Pep1 

e Pep2) que inibem o sítio da quimotripsina e tripsina, respectivamente, e não 

apresentaram inibição significativa contra o sítio de caspase-like (figura 15). 

Nesse caso, o BTCI deve ocupar o canal central do proteassoma 20S (de 

aproximadamente 1Å), próximo ao sítio ativo do complexo enzimático, inibindo 
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as três atividades proteásicas do proteassoma, com maior afinidade pela 

tripsina-like (figura 14). 

O BTCI foi o primeiro membro da família Bowman-Birk a ser 

caracterizado como potente inibidor das três atividades proteásicas do 

proteassoma. Até a presente data, somente o trabalho de Chen e 

colaboradores (2005) reportou sobre a atividade inibitória de um inibidor 

Bowman-Birk (BBI) contra o proteassoma 26S. Nesse estudo foi mostrado que 

40 µM do BBI inibe apenas a atividade quimotripsina-like (70% de inibição) do 

proteassoma 26S in vitro. Em contraste, o BTCI inibiu aproximadamente 100% 

as três atividades enzimáticas do proteassoma 20S, com concentração média 

de 20 µM. Isso indica que as diferenças na estrutura primária e terciária do 

BTCI, em comparação ao BBI, são fundamentais para a inibição dos três sítios 

ativos do proteassoma. Portanto, os resultados aqui apresentados mostram 

que o BTCI é um novo inibidor natural das três atividades catalíticas do 

proteassoma 20S. 

O Pep1 (peptídeo 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 (peptídeo que inibe apenas a 

tripsina) não inibiu a atividade caspase-like, mas inibiu aproximadamente 75% 

da atividade tripsina-like. Em concentrações até 400 µM esse peptídeo ativou a 

quimotripsina-like, com posterior inibição dessa atividade em até 50%, em 

concentrações maiores. Quando os dois peptídeos foram utilizados no ensaio 

enzimático, em uma mesma solução, a inibição da atividade quimotripsina-like 

foi de 80%. Em concentrações abaixo de 200 µM não ocorreu inibição da 

atividade caspase-like, mas acima dessa concentração, ocorreu aumento 

dessa atividade, em 1,5 vezes. Em concentrações menores que 800 µM houve 

aumento de mais de 3 vezes da atividade de tripsina-like e em concentrações 

maiores, ocorreu inibição dessa atividade em até 90% (figura 15).  

Essa mesma característica de inibição específica e, concomitante 

ativação de outras atividades enzimáticas desse complexo macromolecular, foi 

reportada recentemente (Groll et al., 2006). Nesse trabalho utilizou-se o 

dipeptídeo sintético Bortezomibe, um inibidor do proteassoma, que tem sido 

utilizado em testes clínicos no tratamento de mieloma múltiplo e linfoma não-

Hodgkin (NHL). Esse peptídeo 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 mudanças estruturais causadas 

pelo peptídeo em região catalítica ou não da molécula, o que causa a inibição 

de um determinado sítio, mas expõe outro sítio, facilitando sua interação com o 

substrato. 

Kisselev e colaboradores (2002) mostraram que peptídeos hidrofóbicos 

(alvos da atividade quimotripsina-like) podem estimular a hidrólise de 

substratos por meio da abertura do canal do proteassoma nos anéis α. Esse 

estímulo pode estar relacionado com a ligação desses peptídeos em sítios não 

catalíticos do complexo, o que causaria mudanças estruturais na molécula, 

levando à ativação da hidrólise do proteassoma. O aumento da atividade 

catalítica do proteassoma por peptídeos hidrofóbicos pode estar relacionado 

com eventos fisiológicos importantes, onde o próprio substrato serviria como 

um estímulo para a quebra do mesmo, otimizando a atividade de degradação 

protéica na célula.  

Outros trabalhos na literatura mostram proteínas que ativam um sítio do 

proteassoma e, ao mesmo tempo, inibem outro. O ativador PA28 (complexo 

11S) em mamíferos, e seu homólogo 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 

proteolítico (Masson et al., 2001). Esse efeito também foi observado no 

presente trabalho, quando a atividade do proteassoma 20S foi avaliada na 

presença dos dois peptídeos simultameamente, Pep1 e Pep2 (figura 15 C). 

A figura 15 C mostra a ativação de mais de três vezes da atividade 

tripsina-like do proteassoma na presença do Pep1 e do Pep2. O efeito do 

Pep2, no aumento da atividade quimotripsina-like (figura 15 B), ocorre em 

consequência provável da exposição do sítio da quimotripsina no proteassoma. 

Essa interação, na presença do Pep1, pode ter ocasionado mudanças 

conformacionais, resultando no aumento de outra atividade proteolítica, a 

tripsina-like (figura 15 C). Os dados aqui apresentados indicam que o peptídeo 

hidrofóbico Pep1 e hidrofílico Pep2, assim como o BTCI, podem interagir de 

diversas formas com o proteassoma, tanto em regiões catalíticas, como não 

catalíticas, resultando em efeitos complexos.  
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Ensaios de Espalhamento Dinâmico de Luz (EDL) mostraram que o 

BTCI interage com o proteassoma 20S. O BTCI formou complexo estável com 

o proteassoma a partir de 45 minutos de incubação, causando mudança 

estrutural no complexo, indicado pelo discreto aumento do diâmetro 

hidrodinâmico do complexo em relação ao proteassoma livre (figura 19).  

O proteassoma 20S apresentou-se na forma monomérica, com diâmetro 

hidrodinâmico de 15 nm, corroborando os dados apresentados na literatura 

(Kopp et al., 1986; Yoshimura et al., 1993).  

O BTCI não foi observado na forma monomérica nas diferentes 

concentrações analisadas, mas sim nas formas diméricas e triméricas, com 

agregados a partir da concentração de 60 µM. Esses resultados estão de 

acordo com a tendência de formação de oligômeros e agregados desse 

inibidor, devido à exposição de resíduos hidrofóbicos ao solvente (Ventura et 

al., 1981; Silva et al., 2005). 

A técnica de EDL tem sido correntemente utilizada principalmente para 

analisar estágios mono ou polidispersos de proteínas para fins de cristalização 

(Baldwin et al., 1986). Estudo de associação de proteínas com surfactantes 

(Tardioli et al., 2010), nanopartículas de ouro (Lacerda et al., 2010), 

nanopartículas 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 associação de 

duas proteínas com o uso dessa metodologia. Ao realizar uma busca na 

literatura científica, poucos trabalhos foram encontrados mostrando a 

associação entre duas proteínas, como é o caso do trabalho de Libich e 

colaboradores (2003), que mostrou a interação entre a mielina e calmodulina-

Ca2+ utilizando o EDL. 

O presente trabalho mostrou, além da associação do BTCI com o 

proteassoma, a estabilidade do complexo formado entre os mesmos. O 

complexo BTCI-proteassoma 20S apresentou termoestabilidade até 55ºC 

(figura 20). A 60ºC ocorreu a dissociação do complexo, o que pode ter sido 

facilitado pela separação das subunidades do proteassoma 20S, indicada pelas 

curvas de desnaturação térmica analisadas por dicroísmo circular, as quais 

mostram a perda de elipticidade molar desse complexo nessa temperatura, 
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sem, no entanto, chegar à zero, o que indicaria desnaturação da molécula 

(figura 24).  

Além de apresentar termoestabilidade, o complexo apresentou 

estabilidade em pHs neutros e básicos (pH 6 a 12), e em pHs ácidos (pH 2 e 

4), predominou a agregação das proteínas (figura 21). Isso confirma a 

tendência de agregação do BTCI e do proteassoma 20S em pHs ácidos. Esse 

efeito foi também evidenciado por EDL para essas moléculas separadamente 

(figura 21 C e D), e por dicroísmo circular, onde o proteassoma 20S apresentou 

manutenção ou ganho de elipticidade molar com o aumento da temperatura, 

em pHs ácidos (figura 24 A).  

Esses resultados estão de acordo com os dados previamente reportados 

para o BTCI, o qual é termoestável e estável em ampla faixa de pH, 

preservando 96% de sua atividade inibitória depois de 60 minutos de 

aquecimento à 95ºC e apresentando atividade estável 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 características fisicoquímicas, como 

coeficiente de sedimentação, coeficiente de difusão, espectro dicróico e 

composição de aminoácidos são similares em proteassomas de eucariotos 

(Tanaka et al., 1988). O trabalho de Thomas e colaboradores (2002) mostra 

que o proteassoma 20S de músculo esquelético de avestruz apresenta 

estabilidade de pH entre 5 e 12 e termoestabilidade até 60ºC. Esse estudo está 

de acordo com os resultados apresentados na presente dissertação, onde o 

proteassoma apresentou estabilidade em pH 6 a 12, com agregações em pHs 

ácidos, e estabilidade com temperaturas até 60ºC, onde a partir disso, ocorre 

provavelmente a dissociação 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 sensível a mudanças da força iônica causando mudanças conformacionais 

na estrutura do complexo ou do proteassoma isoladamente (figura 22).   

Embora o organismo humano contenha em média 150 mM de sal, além 

do sódio e do cloreto, existem diversos outros íons na célula. A localização e a 

interação com outras moléculas celulares podem evitar o contato direto do 

proteassoma com o Na+ e o Cl- em maior concentração, visto que estes íons 
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desestabilizam a estrutura macromolecular desse complexo (figura 22). 

Entretanto, há proteassomas que toleram altas concentrações de sal, como o 

proteassoma 20S da arquéia Haloferax volcanii, que tolera concentrações de 

até 2 M de NaCl e não realiza proteólise na ausência de sal. Esse 

proteassoma, porém, apresenta mudanças na estrutura primária 

(predominância de aminoácidos ácidos) quando comparado com proteassomas 

20S conservados de eucariotos (Wilson et al., 1999). 

Os estudos in vitro realizados neste trabalho objetivaram a investigação 

da interação do BTCI e do proteassoma em células de câncer de mama MCF-7 

e efeitos moleculares dessa interação relacionados com a ubiquitinação de 

proteínas celulares. Os resultados mostraram que o BTCI interage com o 

proteassoma em células MCF-7 a partir de 2 horas de incubação dessas 

células com o inibidor.  

O BTCI, marcado com anticorpo fluorescente, foi observado no 

citoplasma e no núcleo dessas células, com intensidade decrescente até 12 

horas de incubação e posterior aumento da intensidade de fluorescência após 

24 de tratamento com o inibidor. Isso indica que o BTCI entra na célula em 2 

horas e depois é provavelmente metabolizado pela mesma, considerando-se a 

diminuição da intensidade de fluorescência do inibidor. Sabe-se que outro 

inibidor Bowman-Birk, o BBI, é metabolizado pelo corpo humano após 6 horas 

de ingestão, encontrando-se na forma reduzida e não 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 incubação, o anticorpo anti-BTCI não mais o 

reconheceria, o que pode explicar a diminuição da marcação para este inibidor 

a partir de 6 horas. Todavia, o BTCI aparentemente fragiliza a célula após 24 

horas, permitindo a maior entrada desse inibidor, o que é indicado pelo 

aumento da intensidade de fluorescência apresentada na figura 28. O efeito 

que o BTCI apresenta em células MCF-7 a partir de 24 horas é observado em 

mudanças morfológicas nessas células (dado não mostrado), o que pode estar 

relacionado com seu efeito anticarcinogênico, o qual leva células de câncer de 

mama à morte a partir de 72 horas de incubação (Joanitti et al., 2010). 

A interação do BTCI com o proteassoma é indicada pela sobreposição 

da fluorescência de ambas as proteínas, resultando na coloração amarelada, 

que corresponde à sobreposição da fluorescência verde do BTCI com a 
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fluorescência vermelha do proteassoma. A imunocitolocalização dessas 

moléculas mostra que o BTCI interage com o proteassoma no citoplasma e no 

núcleo da célula, provavelmente, causando a inibição desse complexo in vitro, 

da mesma forma como demonstrado em ensaio enzimático isolado (figura 14).  

A intensidade de fluorescência do proteassoma é reduzida a partir de 6 

horas de incubação com o BTCI. A redução dessa intensidade de fluorescência 

pode estar relacionada com a degradação de subunidades do proteassoma, 

em resposta a inibição de suas atividades, causada pelo BTCI. O aumento da 

intensidade de fluorescência do proteassoma a partir de 24 horas de incubação 

com o inibidor pode indicar a tentativa da célula de repor as subunidades 

inibidas. Essa hipótese já foi levantada considerando a resposta de células 

sanguíneas cancerosas ao inibidor de proteassoma Bortezomibe. Esse inibidor 

induziu o aumento da expressão de subunidades proteassomais, 

principalmente das subunidades catalíticas (Rückrich et al., 2009). 

Os estudos realizados em células de câncer de mama também 

mostraram que o BTCI não induz o aumento de proteínas ubiquitinadas nessas 

células (figura 29), ao contrário do que era esperado. O proteassoma 20S, 

quando associado com dois complexos regulatórios denominados PA700 ou 

19S, forma o proteassoma 26S. Este reconhece proteínas ubiquitinadas e as 

degradada em uma via dependente de ATP (Glickman et al., 1998; Voges et 

al., 1999; Pickart e Cohen 2004). Portanto, a inibição do proteassoma leva à 

diminuição ou ausência da degradação de proteínas ubiquitinadas, 

ocasionando o acúmulo das mesmas.  

O BTCI, assim como o Pep1 (inibidor da quimotripsina derivado do 

BTCI), apresentaram efeitos semelhantes, causando ligeira diminuição da 

ubiquitinação de proteínas celulares, em células MCF-7. No entanto, o Pep2 

(inibidor da tripsina derivado do BTCI) apresentou diminuição de proteínas 

ubiqutinadas em células MCF-7 com 2 horas de tratamento, efeito que não foi 

mais evidenciado a partir de 4 horas de incubação, indicado pelo aumento da 

ubiquitinação após esse período.  

Como o BTCI apresenta alta similaridade estrutural com a ubiquitina, 

principalmente na região C-terminal das moléculas (figura 30), esse inibidor 

pode estar competindo com a ubiquitina pela ligação em proteínas E1, E2 ou 

E3 da via de ligação da ubiquitina às proteínas alvo, marcadas para 
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degradação. A região C-terminal da ubiquitina é a região reconhecida e ligada 

nas enzimas E1 ativadora, E2 conjugadora e E3 ligase. 

Considerando as semelhanças estruturais citadas acima, essas enzimas 

podem estar reconhecendo preferencialmente o BTCI, em comparação com a 

ubiquitina, o que estaria impedindo a marcação de proteínas alvo, e, 

consequentemente, não ocorrendo o acúmulo de proteínas ubiquitinadas. A 

região C-terminal do BTCI contém a alça de reatividade contra a quimotripsina. 

Estudos na literatura já demonstraram que a atividade contra a quimotripsina é 

a responsável pelo efeito anticarcinogênico de inibidores da família Bowman-

Birk (Yavelow et al., 1985). Caso a interação com as enzimas E1, E2 e/ou E3 

esteja relacionada com efeitos anticarcinogênicos, a competição de inibidores 

Bowman-Birk pela ligação com a ubiquitina (devido a sua similaridade 

estrutural na região C-terminal) pode explicar a importância da região C-

terminal do BTCI (o qual inibe a quimotripsina) no seu efeito anticarcinogênico 

previamente demonstrado (Joanitti et al., 2010). 

 O inibidor de proteassoma Bortezomibe, utilizado no tratamento de 

mieloma múltiplo e linfoma não-Hodgkin (NHL) (Adams, 2004), é capaz de inibir 

a ubiquitinação de alguns substratos celulares, como histonas, por meio da 

inibição de proteínas 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 estabilização de proteínas 

regulatórias do ciclo celular, a inibição da ativação do NF-κB, indução de 

apoptose, entre outros (Adams et al., 1999; Adams, 2004), envolvendo 

principalmente a inibição da subunidade β5 (atividade quimotripsina-like) do 

proteassoma (Crawford et al., 2006). O efeito desse inibidor em células de 

câncer 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 inibição da ubiquitinação. 

Recentemente, diversos trabalhos na literatura vêm relatando a 

associação entre inibidores da via ubiquitina-proteassoma e o câncer 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 câncer de mama. O Bu-32 induziu o acúmulo de 

inibidores de CDKs (quinases dependentes de ciclina) p21 e p27; do gene 
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supressor de tumor p53 e de proteínas pró-apoptóticas como Bid (proteína 

contendo o domínio BH3) e Bax (proteína X associada a Bcl-2) em células 

MCF-7. Outro inibidor sintético do proteassoma, o Z-LLNle-CHO, derivado do 

inibidor de proteassoma MG-132, inibe a atividade quimotripsina-like do 

proteassoma, sendo essa inibição responsável pelo efeito citotóxico desse 

inibidor em células de câncer de mama (Han et al., 2009). O Z-LLNle-CHO 

apresentou efeitos de parada do ciclo celular na fase G2/M e de regulação de 

proteínas relacionadas à apoptose. 

O inibidor BTCI vem sendo estudado como um candidato promissor na 

prevenção e supressão da carcinogênese, envolvendo efeitos citostáticos e 

citotóxicos em células de câncer de mama. O BTCI, assim como os inibidores 

relatados acima, apresentou efeitos inibitórios do ciclo celular na fase G2/S em 

células MCF-7 (Joanitti et al., 2010) e inibiu fortemente as três atividades do 

proteassoma 20S.  

Como mostrado acima, inibidores de proteassoma com efeitos 

anticarcinogênicos apresentam inibição principalmente da atividade 

quimotripsina-like, o que corrobora com o resultado de que apenas o Pep1, 

peptídeo derivado do BTCI, com alça reativa contra a quimotripsina, apresenta 

efeitos anticarcinogênicos, como o BTCI (Joanitti, 2008). Esse é um indício de 

que a principal atividade envolvida nos efeitos antitumorais é a atividade de 

quimotripsina. Como mostrado nesse trabalho, essa atividade pode estar 

também relacionada com a interação de proteínas que se ligam à ubiquitina 

(E3 ligase, por exemplo), visto que a região do BTCI que inibe a quimotripsina 

(Pep1) é estruturalmente similar à região de ligação à ubiquitina (figura 30).  

Diversos trabalhos na literatura mostram a relação entre proteínas 

ubiquitina E3 ligases e o câncer de mama. A proteína Mdm2 (Murine doble 

minute 2) é uma E3 ubiquitina ligase, a qual interage principalmente com a 

proteína p53, promovendo sua ubiquitinação e posterior degradação pelo 

proteassoma 26S (Haupt et al., 1997; Kubbutat et al., 1997). A proteína p53 

regula o ciclo celular por meio da ativação da transcrição de genes que 

controlam a progressão do ciclo e a manutenção da integridade genômica, 

levando à parada do ciclo e até mesmo à apoptose (Donehower e Bradley, 

1993; Livingstone et al., 1992; Vogelstein e Kinzler, 1992).  
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Em glândulas mamárias, elevados níveis de Mdm2 inibem o 

desenvolvimento e a diferenciação normal da mama, com várias células 

multinucleadas e poliplóides, fenótipos comuns de células com p53 inativada 

(Lundgren et al., 1997). Isso indica que a superexpressão de Mdm2 está 

diretamente relacionada com o desenvolvimento de tumores, incluindo o câncer 

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 prognóstico 

ruim de vários cânceres humanos. Essa superexpressão está relacionada à 

inativação 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 (não mutada), agentes quimioterápicos que induzem o aumento dos 

níveis de p53 não foram tão efetivos devido à superexpressão de Mdm2 (Wang 

et al., 2001). 

A enzima Skp2 (proteína associada à quinase na fase S - 2) pertence à 

família de proteínas 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 proteína p27 (inibidora do complexo ciclina-

CDK) em uma via dependente de fosforilação (Carrano et al., 1999). A p27 

regula a progressão da fase G1 para S, por meio da inibição do complexo 

ciclina E/CDK-2. Enquanto a p27 é altamente expressada em tecido epitelial da 

mama normal, a diminuição do nível da proteína p27 em câncer de mama 

primário está relacionada a um prognóstico ruim (Cariou et al., 2000; 

Catzavelos et al., 1997; Tan et al., 1997).  

Skp2 é superexpressada em vários de tumores humanos, incluindo o 

câncer de mama, e a expressão de Skp2 é inversamente correlacionada com a 

de p27, o que leva a desregulação no ciclo celular (Gstaiger et al., 2001; 

Signoretti et al., 2002). A regulação do inibidor de CDK, p27, não é controlada 

no nível transcricional, mas sim via degradação proteolítica após ubiquitinação, 

iniciada pela E3 ligase Skp2 (Traub et al., 2006). Em células MCF-7, 

estrógenos causam a superexpressão de Skp2 (Foster et al., 2003).  

Considerando a importância dessa via de regulação do ciclo celular 

envolvendo as proteínas acima relacionadas, a investigação de inibidores de 

proteínas, principalmente as do tipo “E3” é fundamental para o tratamento do 

câncer de mama. Vale ressaltar que várias ubiquitina E3 ligases estão 
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associadas com a regulação negativa (marcação para degradação) de 

proteínas chave no controle do ciclo celular. 

Outra E3 ligase bastante relatada na literatura, envolvida no câncer de 

mama é a proteína BRCA1. A atividade de ubiquitina ligase (E3) da BRCA1 é, 

até então, a única atividade bioquímica relatada para essa proteína (Lorick et 

al., 1999; Ruffner et al., 2001). O gene BRCA1 (câncer de mama 1, início 

precoce) é um importante supressor de tumor. Mutações nesse gene em 

células germinativas estão presentes em aproximadamente 50% dos casos de 

câncer de mama herdados, e a aquisição de um único alelo defeituoso leva à 

predisposição tanto do câncer de ovário, quanto do câncer de mama (King et 

al., 2003).  

 Células com mutação no gene BRCA1 exibem elevados níveis de 

cromossomos aberrantes, com quebras no DNA e mudanças na cromatina; 

aumento de sensibilidade a agentes que danificam o DNA e defeitos nas 

funções de checagem do ciclo celular (Venkitaraman, 2002). A proteína BRCA1 

é necessária também para a parada do ciclo celular nas fases S e G2/M, após 

danos no DNA (Xu et al., 2001). A proteína de interação com BRCA1 mais 

importante é a BARD1 (BRCA1-associated RING domain 1) e essa associação 

é requerida para a função de E3 ligase da BRCA1 (Lorick et al., 1999; Ruffner 

et al., 2001). Nas células, a maioria das proteínas BRCA1 é encontrada 

associada com BARD1, sugerindo que essas proteínas funcionam juntas em 

um complexo heterodímero (Boulton et al., 2004). 

 Todos esses dados apresentados mostram que proteínas E3 ligases 

podem estar envolvidas no desenvolvimento de tumores quando são 

superexpressadas (no caso de Mdm2 e Skp2) ou inativadas (no caso de 

BRCA1). Portanto, proteínas que interajam com essas ubiquitina ligases podem 

ser importantes no tratamento do câncer. O BTCI, por apresentar similaridade 

estrutural com a ubiquitina, em sua região de reconhecimento, pode estar 

envolvido nessas vias de ubiquitinação, interagindo com proteínas E3 ligases e, 

consequentemente, atuando diretamente nos efeitos anticarcinogênicos, 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 proteínas E3 superexpressadas, como a Mdm2 

(superexpressada em células MCF-7) e Skp2, e assim, estabilizar proteínas 
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regulatórias do ciclo celular, induzindo efeitos citotóxicos e citostáticos desse 

inibidor, como foi observado em células de câncer de mama MCF-7 (Joanitti et 

al., 2010). Embora os dados obtidos nessa dissertação e aqueles publicados 

recentemente (Joanitti et al., 2010) apontam para um possível efeito do BTCI 

na via de ubiquitinação, ensaios complementares precisam ser realizados 

visando a compreensão do papel desse inibidor diretamente com membros da 

família E3 ligases. 

O BTCI vem sendo estudado como potencial molécula 

anticarcinogênica, entretanto, o mecanismo molecular envolvido nesse efeito, 

ainda não foi elucidado. Estudos morfológicos e de viabilidade celular já foram 

relatados, indicando que o BTCI reduz significativamente a viabilidade de 

células MCF-7 de maneira dose-dependente. O BTCI também induz efeitos 

citostáticos (Joanitti et al., 2010), o que pode estar relacionado com 

modificações na expressão/produção de proteínas regulatórias do ciclo celular. 

A via-ubiquitina proteassoma é a principal via responsável pela regulação de 

proteínas regulatórias do ciclo celular, como as ciclinas e os inibidores de CDK 

(Sherr e Roberts, 1999). 

Diversas análises morfológicas em células de câncer de mama, como a 

diminuição do potencial de membrana mitocondrial, modificações na 

integridade da membrana e exposição de fosfatidilserina (fosfolipídio) na 

membrana plasmática caracterizaram a via de morte celular do BTCI com a 

apoptose. Análises estruturais de células MCF-7 tratadas com BTCI também 

indicaram fragmentação da membrana plasmática, desorganização do 

citoplasma, presença de vesículas com membrana dupla, aumento do tamanho 

lisossomal, baixa acidificação do lisossoma e aumento da acidificação do 

citoplasma. Essas características indicam que o BTCI induz morte celular por 

permeabilização da membrana lisossomal (LMP) (Joanitti et al., 2010). O LMP 

é caracterizado por uma perturbação da função da membrana do lisossomo 

levando à translocação de hidrolases lisossomais do lúmem do lisossoma para 

o restante da célula (Kirkegaard e Jäättelä, 2009). Frequentemente, essas 

hidrolases levam à apoptose por indução de permeabilização da membrana 

mitocondrial e ativação de caspase (Groth-Pedersen et al., 2007; Kirkegaard e 

Jäättelä, 2009). 



 

 101 

Todos esses dados indicaram que o BTCI apresentou efeitos citostáticos 

e citotóxicos em células de câncer de mama associado com processos de 

apoptose e de permeabilização da membrana lisossomal (Joanitti et al., 2010). 

Similarmente, Berndtsson e colaboradores (2009) mostraram que inibidores de 

proteassoma podem induzir a apoptose via permeabilização da membrana 

lisossomal em células de câncer de mama, o que corrobora com os resultados 

mostrados nesse trabalho. O BTCI, ao inibir a via ubiquitina-proteassoma pode 

induzir efeitos de morte celular, sendo esse o primeiro passo na elucidação das 

vias moleculares nas quais esse inibidor está envolvido. 

Inibidores de proteassoma relacionados com a via de permeabilização 

da membrana lisossomal (LPM) induziram estresse no retículo endoplasmático 

e acúmulo de proteínas ubiquitinadas de alta massa molecular sem, no 

entanto, inibir diretamente a atividade catalítica do proteassoma 20S 

(Berndtsson et al., 2009). O inibidor de proteassoma Bortezomibe apresentou 

indução de estresse pro-apoptótico no retículo endoplasmático, mas com 

inibição 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 

à apoptose. Como o BTCI não induziu acúmulo de proteínas ubiquitinadas em 

células de câncer mama (figura 29), mas apresentou forte inibição das três 

atividades catalíticas do proteassoma 20S (figura 13), é provável que esse 

inibidor esteja associado com a via de apoptose por permeabilização da 

membrana lisossomal de forma mais complexa. 

O envolvimento de inibidores Bowman-Birk na via ubiquitina-

proteassoma em células de câncer de mama foi relatado por Chen e 

colaboradores 2005, para o inibidor Bowman-Birk extraído de sementes de soja 

(BBI). O BBI inibe a atividade quimotripsina-like do proteassoma 26S em 

células MCF-7 e está associado com o acúmulo de proteínas ubiquitinadas e 

de substratos do proteassoma como a p21 e a p27. O inibidor também induziu 

o aumento de ciclinas D e E, e contribuiu para a interrupção do ciclo celular na 

fase G1/S. Além disso, o BBI causou a diminuição de proteínas ERK ½ 

fosforiladas (quinase relacionada com sinais extracelulares), por meio do 

acúmulo da fosfatase de MAP quinase 1 (MKP - 1). A MKP-1 é degradada pela 

via ubiquitina-proteassoma e retira fosfatos da ERK ½, um de seus substratos, 
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inativando-a (Chen et al., 2005). Em células de osteosarcoma (U2OS), a 

inibição do proteassoma pelo BBI também induziu a ativação da conexina-43, 

um gene supressor de tumor (Saito et al., 2007). 

O BTCI apresenta estrutura tridimensional e atividade inibitória contra a 

quimotripsina e a tripsina semelhantes às do inibidor de protease BBI, 

entretanto apresentou diferenças nos efeitos anticarcinogênicos quando 

comparado com o BBI. O BBI causa apenas efeitos citostáticos em células 

cancerosas (Chen et al., 2005; Saito et al., 2007), enquanto o BTCI causa 

efeitos citostáticos e citotóxicos. 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 acúmulo de proteínas ubiquitinadas (Chen et al., 2005). 

O BTCI induz a parada do ciclo celular na fase G2/M (Joanitti et al., 2010), inibe 

as três atividades proteolíticas do proteassoma (figura 13), além de não 

apresentar acúmulo de proteínas ubiquitinadas em células de câncer de mama 

(figura 29).  

O BBI e o BTCI têm sido descritos como importantes agentes na 

supressão da carcinogênese (Joanitti et al., 2010; Kennedy, 1998). Entretanto, 

essas moléculas parecem não estar envolvidas nas mesmas vias moleculares 

relacionadas ao câncer de mama, como apresentado acima. Os resultados 

desse trabalho indicam que o BTCI não só está envolvido com a inibição 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 interações com proteínas envolvidas no efeito 

anticarcinogênico do BTCI em células de câncer de mama. Esse trabalho 

indica que o BTCI interfere na via ubiquitina-proteassoma de forma complexa, 

associando-se tanto ao proteassoma como às proteínas de ligação à ubiquitina 

(E1, E2 e/ou E3 ligases), o que leva à desregulação no ciclo celular e posterior 

parada no crescimento celular e morte. Entretanto, diversos outros estudos 

ainda precisam ser realizados para elucidar o mecanismo de ação do BTCI na 

terapia contra o câncer. 

Vários trabalhos mostram que a interação com o proteassoma e as 

ubiquitinas E3 ligases está envolvida em efeitos anticarcinogênicos (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 

anticarcinogênico ainda mais promissor com vistas ao tratamento e prevenção 

de câncer de mama. 
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9. CONCLUSÕES 

 
 

 
1) O BTCI inibe as três atividades proteolíticas do proteassoma 

20S: quimotripsina, tripsina e caspase-like. O inibidor apresenta 

maior afinidade pelo sítio da tripsina e menor, pelo sítio da 

caspase. 

 

2) O peptídeo derivado do BTCI, Pep1, inibe as três atividades do 

proteassoma 20S com afinidades diferentes, sendo as 

atividades quimotripsina-like e caspase-like a mais inibida e a 

menos inibida, respectivamente. 

 

3) O peptídeo derivado do BTCI, Pep2, inibe a atividade tripsina-

like do proteassoma 20S. Ele ativa a atividade de quimotripsina 

em baixas concentrações, mas em concentrações mais altas, 

inibe essa atividade em aproximadamente 50%. 

 

4) O BTCI e o proteassoma 20S formam complexos estáveis em 

temperaturas até 55ºC e em pHs neutros e básicos.  

 

5) NaCl promove a dissociação do complexo BTCI-Proteassoma 

20S. 

 

6) O proteassoma 20S é estável em pHs neutros e básicos, até 

55ºC. A partir dessa temperatura ocorre provavelmente 

dissociação das subunidades desse complexo proteolítico. 

 

7) Em pHs ácidos, o proteassoma 20S apresenta alta estabilidade 

até 95ºC, o que pode ser explicado pela sua tendência de 

agregação. 
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8) O BTCI atravessa a membrana das células de câncer de mama 

MCF-7 e é citolocalizado com o proteassoma no núcleo e no 

citoplasma. 

 

9) O BTCI, assim como o Pep1, causam ligeira diminuição da 

ubiquitinação de proteínas em células MCF-7. O Pep2 causa 

diminuição de ubiquitinação com 2 horas de incubação, efeito 

não mais evidenciado com 4 horas. 

 

10) O BTCI apresenta similaridade estrutural de 39% com a 

ubiquitina, principalmente na região C-terminal de ambas as 

moléculas. A região C-terminal do BTCI (Pep1) inibe a atividade 

quimotripsina-like. 

 

11) Os resultados acima indicam que o BTCI inibe as atividades do 

proteassoma 20S e provavelmente também está envolvido na 

inibição de enzimas (E3 ligase, por exemplo) relacionadas com 

a ubiquitinação de proteínas celulares.  

 

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

proteassoma está relacionada aos efeitos anticarcinogênicos do 

inibidor BTCI em células de câncer de mama, MCF-7. 
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