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RESUMO

O cancer de mama e de pele ndo-melanoma sdo neoplasias com altas taxas de
incidéncia e mortalidade no Brasil e no mundo. Atualmente, os tratamentos existentes para
esses tipos de cancer tém eficiéncia moderada e causam efeitos cadversos severos que
diminuem a qualidade de vida do paciente. Dessa forma, existe uma busca constante por
novos tratamentos e moléculas anticarcinogénicas eficientes e nao indutoras de efeitos
adversos severos. Estudos recentes mostraram que o inibidor de proteases BTCI, purificado
de sementes de Vigna unguiculata (feijdo-de-corda) e pertencente a familia Bowman-Birk,
induziu efeitos citostaticos e citotoxicos em células de cancer de mama, sem causar
alteracdes na viabilidade de células de mama normais. Considerando esses resultados
promissores, 0s principais objetivos do presente trabalho foram o de otimizar os efeitos do
BTCI em células de cancer de mama MCF-7, in vitro; e o de avaliar os efeitos do extrato de
sementes de V. unguiculata (EB) e do BTCI na prevencao de cancer de pele ndo-melanoma,
in vivo. O BTCI foi encapsulado em nanoparticulas (micelas ou lipossomos) para reduzir sua
agregacao em meio de cultura e otimizar a entrega do inibidor diretamente no citoplasma
das células MCF-7. Os resultados mostraram que lipossomos catibnicos foram as
plataformas mais adequadas para a encapsulacdo do BTCI; mas, apesar dessas
nanoparticulas entregarem o inibidor no citoplasma das células MCF-7, ndo houve alteragcdo
na viabilidade das mesmas. A presenca de outros compostos bioativos em amostras de
BTCI foi investigada e mostrou que amostras com diferentes padrbes de citotoxicidade em
células tumorais apresentam o mesmo perfil protéico, mas quantidades de acidos graxos
diferentes. Ao longo do processo de inducéo quimica de cancer de pele ndo-melanoma em
camundongos, observou-se que a aplicacdo tépica de EB ou BTCI livres reduziu
significativamente: a incidéncia e o volume de lesdes pré-malignas; a freqiéncia de
alteracdes histopatoldgicas; e a producdo de mediadores inflamatérios envolvidos na
progressdo do tumor. Considerando os dados apresentados acima, concluiu-se que mais
estudos precisam ser realizados visando esclarecer as moléculas e os mecanismos de acdo
envolvidos no efeito citotoxico do BTCI em células de cancer de mama. Com relacdo aos
efeitos preventivos, o EB e o BTCI foram capazes de retardar a progressédo do cancer de
pele ndo-melanoma, provavelmente exercendo efeitos anti-inflamatérios. A confirmacéo
desse novo dado sera util para auxiliar no desenho de novas estratégias preventivas no
tratamento desse tipo de cancer e também de outras doencas relacionadas as inflamacdes

agudas ou crbnicas.
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ABSTRACT

Breast and non-melanoma skin cancer have shown high incidence and mortality rates
in Brazil and around the world. Currently, the treatments available for these types of cancer
show moderate efficiency and cause severe side effects reducing the patient’s life quality.
Therefore, there is a constant research for new and efficient treatments and anticarcinogenic
molecules with low or no side effects. Recent studies reported that the Bowman-Birk
protease inhibitor BTCI, extracted from Vigna unguiculata (feijdo-de-corda) seeds, induced
cytostatic and cytotoxic effects on breast cancer cells; while no effect on was observed on
normal breast cells. In view of these promising data, the main objectives of the present work
was to optimize the therapeutic effects of BTCI on breast cancer cells (MCF-7), in vitro; and
to evaluate the effects of a crude extract (EB) from V. unguiculata seeds and BTCI on non-
melanoma skin cancer prevention, in vivo. BTCI was encapsulated in nanoparticles (micelles
or liposomes) in order to reduce its aggregation on culture media and to optimize the delivery
of this inhibitor to the cytoplasm of MCF-7 cells. The results showed that cationic liposomes
were suitable platforms for BTCI encapsulation; however, despite of delivering the inhibitor to
the cytoplasm of MCF-7 cells, no cytotoxicity was observed. The presence of other bioactive
compounds in BTCI samples were investigated and showed that BTCI samples with different
cytotoxic patterns on cancer cells have similar protein profile, but distinct amounts of fatty
acids. During the chemical induction of non-melanoma skin cancer in mice, it was shown that
topic applications of BTCI or EB significantly reduced: the incidence and volume of pre-
malignant lesions; the number of histopathological features; and the production of
inflammatory mediators involved in tumor progression. Considering the data presented
above, it was concluded that more studies are necessary to clarify the molecules and
mechanisms of action involved in BTCI cytotoxicity on breast cancer cells. Regarding the
preventive effects, EB and BTCI treatments were able to retard the progression of non-
melanoma skin cancer, probably inducing anti-inflammatory effects. The confirmation of this
new BTCI feature can be helpful to design new strategies for skin cancer prevention and also

for other diseases involving acute or chronic inflammation.
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1. INTRODUCAO
1.1 A biologia do cancer

O cancer é caracterizado por desordens celulares desencadeadas por
mutacdes no material genético causadas por fatores genéticos, epigenéticos e/ou
ambientais. Em geral, mecanismos de morte celular sdo acionados em células com
alteracdes irreparaveis no DNA, para prevenir a propagacao de mutacdes ao longo
das geracbes. No entanto, células tumorais apresentam alteragcfes nesses
mecanismos de regulacédo resultando no aumento da proliferacdo celular e possivel
invasdo dessas células para outros tecidos do corpo (HANAHAN & WEINBERG,
2011). O cancer é uma patologia que ocorre em diversos tipos celulares e, devido a
alteracdes genéticas e epigenéticas terminam por desencadear outras patologias,

tornando sua cura um desafio para a medicina (WEINBERG, 2006).

Em geral, o desenvolvimento do cancer ocorre lentamente, podendo formar
um tumor muitos anos apos a exposi¢cao ao agente carcinogénico. Esse processo é
classicamente dividido em trés estagios principais: a iniciagdo, promocgado e
progressdo (Figura 1). No estdgio de iniciacdo, as células apresentam alteracfes
genéticas em decorréncia da exposicdo ao agente carcinogénico. No estagio de
promocao, a célula afetada inicia, lentamente, o processo de transformacao maligna,
caracterizado pela expressdo de oncogenes. Por fim, o estagio de progressao
caracteriza-se pela proliferagdo descontrolada e irreversivel das células formando
uma massa tumoral no local. Nesse ultimo estagio algumas células podem entrar em
metéstase, ou seja, invadir a corrente sanguinea e se instalar em outros tecidos do

organismo (BRENTANI et al., 2003).
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Figura 1. Estagios de desenvolvimento do céncer. Iniciagdo: mutacéo
genética. Promocao: transformacgéo das células. Progresséo: proliferacéo
celular descontrolada e metastase. Adaptado de:
http://hs.riverdale.k12.or.us/~dthompso/exhib_03/emilty03/cancer22.gif.

O céancer ndo é apenas uma massa de células tumorais em proliferacdo, mas
um tecido complexo formado por tipos celulares distintos participando de interacdes
atipicas entre si e com o microambiente que o compde. HANAHAN & WEINBERG
(2011) organizaram o conhecimento acumulado sobre a biologia do cancer nos
altimos anos e elencaram seis caracteristicas principais presentes nesse processo
(Figura 2). A medida que a célula transformada progride para estagios mais
avancados, ela adquire uma sucessao dessas caracteristicas, que estao resumidas

a sequir.
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Figura 2. Caracteristicas do processo de desenvolvimento do céncer. Adaptado de
HANAHAN & WEISBERG, 2011.

1.1.1 Proliferagcdo descontrolada e insensibilidade a sinais supressores do

crescimento

Tecidos normais apresentam uma regulacdo delicada na producdo e
liberacdo de moléculas sinalizadoras que promovem a entrada da célula em um ciclo
de divisdo celular, garantindo assim o numero de células e a manutencdo da
organizacdo e funcéo tecidual. Células tumorais apresentam vias de sinalizacao
intracelular alteradas e acabam respondendo aos sinais de proliferacdo de forma
desregulada. Diferentes estratégias garantem a proliferacdo constante: producéo de
sinais de proliferacdo, bem como dos receptores respectivos, ativando um estimulo
de proliferacado autocrino; estimulacdo de células normais do estroma a liberarem
fatores de crescimento; defeitos em mecanismo de retroalimentacdo negativa,
super-expressao, mutacdo e aumento do tempo de vida de receptores para fatores

de crescimento. Adicionalmente, células tumorais inativam e tornam-se insensiveis
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as moléculas supressoras de crescimento (BRENTANI et al. 2003; WEINBERG,

2006; HANAHAN & WEINBERG, 2011).

1.1.2 Resisténcia a morte celular

Células tumorais alteraram a sinalizacdo da apoptose e prosseguem na via de
proliferacdo celular. A via de sinalizacdo da proteina P53, dentre outras funcoes,
controla a expressdo e atividade de moléculas bloqueadoras do ciclo celular e a
inducdo da apoptose. Essa via é bloqueada em aproximadamente 50% dos tipos de
cancer que, dessa forma, impedem a ativacdo da mesma (CHIPUK et al., 2006).
Outros mecanismos de resisténcia a apoptose presentes no cancer podem ser: o
aumento na expressdao de proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2; Bcl-x) e
mutacao/supressao das pré-apoptoticas (Bax, Bin), além de alteragdes na expressao
de receptores transmembrana sinalizadores de apoptose (WEINBERG, 2006;

HANAHAN & WEINBERG, 2011).

1.1.3 Potencial de replicacéao ilimitado

O numero de divisBes no processo de replicacdo de células dipléides normais
€ controlado, ocorrendo apenas de 60 a 70 vezes. Ao atingir esse limite, as células
sdo induzidas a senescéncia e depois a morte. O numero definido de divisbes &
determinado pela extensdo dos teldmeros, localizados na porcdo final dos
cromossomos, que diminuem a cada ciclo celular. Entretanto, em células tumorais, a
extensdo dos telébmeros € estabilizada pelo aumento na expressdo de telomerase,
mantendo assim um numero infinito de replicacbes (WEINBERG, 2006; HANAHAN

& WEINBERG, 2011).



1.1.4 Angiogénese auto-sustentada

Assim como em tecidos normais, 0s tumores necessitam receber um aporte
de oxigénio e nutrientes e descartar gas carbbnico e metabdlitos. Essas
necessidades sdo sanadas pela ativacdo constante de um processo de
angiogénese, no qual vasos sanguineos normalmente quiescentes sao induzidos a
proliferar e se expandir pelo tumor. Devido a um desbalanco dos fatores proé-
angiogénicos, 0s vasos sanguineos recém-formados séo tipicamente aberrantes.
Apresentam muitas ramificacfes, fluxo sanguineo erratico, micro-hemorragias e
proliferacdo anormal de células endoteliais (WEINBERG, 2006; HANAHAN &

WEINBERG, 2011).

1.1.5 Invasao e metastase

O processo de invasdo e metastase é caracterizado por uma sequéncia de
etapas decorrentes de sucessivas mudancas nas células. Primeiramente, ocorre
uma invasao local de células tumorais para vasos sanguineos e/ou linfaticos
proximos. Para realizar essa invaséo, as células tumorais diminuem a expressao de
juncbes de adesao reduzindo assim sua adesdo a outras células e também com a
matriz extracelular. As células transitam pelos vasos, escapam para o parénquima
de um tecido mais distante, formam pequenos nédulos e, finalmente, estabelecem
tumores macroscépicos. A comunicacdo das células tumorais com células do
estroma € importante para esse processo. Por exemplo, macréfagos podem facilitar
a invasao local secretando metaloproteases e cisteinoproteases relacionadas com a
destruicdo da matriz extracelular (WEINBERG, 2006; HANAHAN & WEINBERG,

2011).



1.1.6 Fatores facilitadores e caracteristicas emergentes dos tumores

A instabilidade genética e a inflamacéo tem sido descritos como facilitadores
no estabelecimento das caracteristicas do cancer (Figura 3). A instabilidade genética
gera mutacBes randdémicas, incluindo rearranjos de cromossomos e mutacao raras.
A inflamacédo constante também esta relacionada a progressdo dos tumores. Ela
ocorre em lesdes pré-malignas e malignas e é ocasionada por células do sistema

imune ali presentes (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

A habilidade das células tumorais em mudar o metabolismo energético e
escapar do sistema imune sdo duas importantes caracteristicas para o
desenvolvimento do cancer e foram classificadas por HANAHAN & WEINBERG
(2011) como caracteristicas emergentes (Figura 3), por ndo estarem completamente
elucidadas. Células tumorais apresentam alguns ajustes no metabolismo energético
para manter as taxas de proliferacdo celular. Mesmo na presenca de oxigénio, as
células reprogramam seu metabolismo de glicose limitando-o principalmente a etapa
da glicdlise. Aparentemente, esse reajuste ndo parece conferir vantagens
energéticas, uma vez que a glicolise produz 18 vezes menos energia que a
fosforilacdo oxidativa. No entanto, o aumento nas taxas de glicélise permite a
entrada de diversos intermediarios glicoliticos em vias de biossintese, facilitando a
producdo de macromoléculas e organelas necessarias para as novas células

(HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Células do sistema imune estdo monitorando tecidos constantemente e sao
capazes de identificar e destruir células tumorais, uma vez que as mesmas Sao
altamente imunogénicas. No entanto, alguns tumores conseguem evadir do sistema

imune evitando serem detectados ou limitando sua atuagcdo. Os mecanismos
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utilizados pelas células tumorais ainda estdo sob investigacdo, mas algumas
evidéncias ja foram encontradas. Por exemplo, células tumorais paralisam a
infiltracdo das células do sistema imune secretando fatores imunossupressores. As
figuras 2 e 3 resumem as caracteristicas tumorais discutidas e ilustram a
complexidade dos mecanismos celulares envolvidos na progressdo do cancer

(WEINBERG, 2006; HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Caracteristicas

ﬁ Emergentes i

Mudanca no

Evasdo do

metabolismo energético sistema imune

Instabilidade genética Inflamacao

L Fatores J

Facilitad

Figura 3. Fatores facilitadores e caracteristicas emergentes do processo de
desenvolvimento do cancer. Adaptado de HANAHAN & WEISBERG, 2011.

1.2 INCIDENCIA MUNDIAL DE CANCER E PRIORIDADES PARA PREVENCAO

Cancer é uma das principais causas de morte no mundo. Estimativas
apontam que cerca de 12,7 milhdes de novos casos e 7,6 milhdes de mortes por
cancer ocorreram no mundo em 2008 (GLOBOCAM, 2008). Considerando que o

namero de casos da doenca vem aumentando a cada ano, previsdes feitas para o



ano de 2030 sugerem o aparecimento de 20 a 26 milhdes de novos casos e 13 a 17
milhdes de mortes (WHO, 2011). A figura 4 mostra os tipos de cancer de maior

incidéncia no mundo.
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Figura 4. Taxas de incidéncia de novos casos de cancer no mundo. Dados do ano de 2008. Adaptado de
GLOBOCAM 2008.

Apenas cerca de 5 a 10% dos canceres sao derivados de oncogenes
hereditarios. Portanto, cerca de 90% dos casos de cancer tem inicio com a
exposicdo a fatores ambientais e/ou habitos comportamentais (IRIGARAY et al.,
2007). A revolucéo industrial, em meados do século XIX, produziu e introduziu no
meio ambiente inUmeras substancias quimicas fabricadas pelo homem sem o

devido controle toxicolégico. Tais produtos podem atuar como poluentes téxicos



persistentes e contaminar ar, solo, 4gua e alimentos. Além disso, eles podem atuar

como agentes mutagénicos ou promotores de cancer (IRIGARAY et al., 2007).

A exposicdo a radiacdo também contribui para o aumento das taxas de
incidéncia do cancer e esta relacionada ndo s6 com cancer de pele, mas a outros
tipos de cancer, como de mama, pulméao, tiredide e do sistema hematoldgico (NIH,
2011). As principais fontes de exposi¢cao para a populacdo sdo a radiacdo solar e
também radiacbes advindas de exames médicos, como raios-X e tomografia
computadorizada (NIH, 2011). Outro fator ambiental importante é a infeccdo
causada por virus e outros microorganismos. Estimativas apontam que agentes
infecciosos estdo relacionados a aproximadamente 18% de todos os casos de
cancer no mundo. Os principais agentes envolvidos sdo o virus HPV, virus da
hepatite B ou C, virus Epstein-Barr e parasitas associados a inflamacdes crbnicas

como a bactéria Helicobacter pylori (THUN et al., 2010).

Um crescente numero de pesquisas epidemiolégicas tem mostrado que
habitos comportamentais referentes a baixa freqiéncia na pratica de exercicios
fisicos, elevado consumo de alcool e tabaco, alimentacdo com excesso de carne
vermelha e gorduras, e sobrepeso / obesidade também contribuem para o aumento
no numero de casos de cancer. Esses habitos ndo causam necessariamente
mutacdes no DNA, mas podem atuar como agentes co-carcinogénicos, aumentando
a predisposicao fisioldgica de um organismo a desenvolver a doenca (IRIGARAY et
al., 2007; THUN et al.,, 2010). No caso do consumo de tabaco, além de conter
substancias co-carcinogénicas, sua fumaca contém centenas de substancias
mutagénicas (nitrosaminas, por exemplo). Sendo assim, esse habito se destaca

como um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de céncer tanto



para o fumante ativo quanto para o fumante passivo (IRIGARAY et al., 2007; NIH,

2011).

O panorama da distribuicdo global do cancer tém mostrado alteragcdes com
relacdo as regides de maior incidéncia (Figura 5). Previsdes apontam que no ano de
2050, mais de 60% de todos os casos de cancer no mundo ocorrerdo em paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos (THUN et al., 2010). Essa estimativa
representa ndo s6 um impacto na saude da populacdo, mas também na economia
desses paises, uma vez que muitos deles ndo poderdo financiar aumentos

excessivos nos gastos para o tratamento dessa doenca (THUN et al., 2010).

Ano
2002 2010 2030 2050
Numero de casos estimados (milhdes): I .
10,8 12,8 18,9 24,0

B raises desenvolvidos
| Paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos

Figura 5. Distribuicdo dos casos de cancer no mundo por nivel de desenvolvimento
econdmico. Adaptado de THUN et al., 2010.

Considerando que o cancer é uma patologia complexa de incidéncia
multifatorial, que as taxas de incidéncia ao longo dos anos tem aumentado e que 0s
tratamentos disponiveis sdo dispendiosos e nem sempre resultam na cura, a
implementagcdo de medidas de prevencdo vém sendo apontada como uma

estratégia eficiente e mais barata para a reducdo nas taxas de incidéncia e
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mortalidade (THUN et al.,, 2010). O acumulo de informacdes sobre a correlacédo
entre fatores de risco e incidéncia da doenca permite concluir que uma proporcao
consideravel dos casos de céancer no mundo poderiam ser prevenidos com
programas para 0 controle do consumo de tabaco, vacinagbes contra agentes
infecciosos, exames periddicos, bem como a implementacdo de campanhas de
saude publica, promovendo a pratica de exercicios fisicos e uma alimentacdo mais
saudavel (THUN et al.,, 2010). A intensificacdo nos estudos e pesquisas sobre
fatores de risco para o desenvolvimento do cancer, bem como trabalhos enfatizando
a busca por compostos naturais ou sintéticos que possam atuar como agentes
preventivos também contribuem para a reducdo das taxas de incidéncia dessa

doenca.

1.3 CANCER DE MAMA

O cancer de mama é o primeiro tipo de cancer mais freqiente em mulheres
no mundo (Figura 4). O Brasil apresenta elevadas taxas de incidéncia e mortalidade
por cancer de mama. As estimativas para o ano de 2012 apontam que ocorrerao
52.680 novos casos e 11.969 mortes em mulheres (INCA, 2012). A incidéncia do
cancer de mama ocorre principalmente nas regides Sul e Sudeste. Entre as capitais,
Brasilia ocupa o quinto lugar de maior incidéncia desse tipo de cancer (INCA, 2006),

com estimativa de 880 novos casos para o0 ano de 2012 (INCA, 2012).

A mama é constituida basicamente de tecido adiposo, tecido conjuntivo e
tecido glandular. Esse tecido age em resposta a hormdnios como estrogeno,

progesterona, insulina e fatores de crescimento (NIH, 2005). O cancer de mama é
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caracterizado por uma proliferacdo descontrolada de células das glandulas
mamarias. Durante o0 processo de metastase as células malignas séo
freqientemente encontradas em linfonodos préximos a mama, mas também podem
se instalar em o0ssos, figado, pulmdes e cérebro. Os principais sintomas de cancer
de mama sdo: presenca de nddulos que persistem ao longo de todo o ciclo
menstrual; diferentes formas e sensibilidade da mama, e secre¢cdes do mamilo.

Apesar de raro, esse tipo de cancer também pode ocorrer em homens (NIH, 2005).

Os fatores de risco para o cancer de mama ndo sdo bem conhecidos. Apesar
disso, pesquisadores identificaram caracteristicas comuns entre mulheres que
desenvolvem a doenca. Cerca de 4 a 9% dos casos de cancer de mama sao
hereditarios e geralmente causados pela mutacdo nos genes das proteinas BRCAL
e BRCA2 (AICR, 2007). Os fatores de risco atribuidos para o restante dos casos
sdo: idade acima de 60 anos; historico familiar da doenca; falta de atividade fisica;
excesso de peso; dieta; horménios exdgenos (contraceptivos e terapia de reposicao
hormonal); menarca precoce; menopausa tardia; nuliparidade; primeira gravidez

tardia (acima dos 30 anos) e consumo de alcool e tabaco (NIH, 2005; AICR, 2007).

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

diagnosticada em estagios avancados (INCA, 2012).

Os tratamentos mais utilizados atualmente s&o: cirurgia, quimioterapia,

radioterapia, terapia hormonal e a imunoterapia. A aplicagdo dos tratamentos varia
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de acordo com o estagio de desenvolvimento e localizagdo do tumor. A cirurgia
consiste na remocéo total ou parcial da mama e de nddulos linfaticos adjacentes e,
em alguns casos, dos ovarios, podendo causar diversos efeitos adversos como:
diminuicdo da autoestima, devido a mutilacdo do 6rgao; fraqueza no braco adjacente
a cirurgia e suor nas maos (NIH, 2005). Os principais efeitos adversos da
radioterapia sdo danos em células normais, secura e vermelhiddo na &rea tratada e
cansaco (NIH, 2005). O tratamento de quimioterapia consiste no uso de drogas
aplicadas endovenosamente que atingem preferencialmente células com elevadas
taxas de proliferacdo, ou seja, as células cancerigenas. Os efeitos adversos desse
tratamento variam de acordo com o tipo de droga utilizada e consistem em morte de
células sanguineas, alopecia (queda de cabelo), alteragbes gastrintestinais

(nduseas, vomito e diarréia), perda de apetite e infertilidade (NIH, 2005).

A terapia hormonal consiste na diminuicdo da producdo de hormdnios
importantes para o desenvolvimento da célula tumoral, como o estrogeno. Os
principais medicamentos de escolha sdo moduladores seletivos da expressdo de
receptores ou inibidores da sintese de estrogeno. Alguns efeitos adversos desse
tratamento sdo: nauseas, irregularidade nos periodos menstruais, alteracfes do
endométrio, diminuicdo da libido, dores de cabeca, calores intensos e vagina
ressecada (NIH, 2005). A imunoterapia baseia-se na utilizacdo de anticorpos
monoclonais especificos contra proteinas de células tumorais, auxiliando o sistema
imune no combate contra as células cancerigenas. Dores de cabeca, febres,
nauseas, diarréias, danos no coracéo e pulméao sao alguns dos efeitos adversos da

terapia (NIH, 2005).
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1.4 CANCER DE PELE

E o cancer mais freqiilente no Brasil e corresponde a 25% de todos 0s
tumores malignos registrados no pais. O nimero de novos casos de cancer de pele
nao-melanoma estimado para o Brasil no ano de 2012 é de 62.680 entre homens e
de 71.490 nas mulheres. As maiores taxas estimadas em homens e mulheres
encontram-se na Regido Sul, Sudeste e Centro-Oeste (INCA, 2012). Quanto ao
melanoma, sua letalidade é elevada; porém sua incidéncia é baixa (estimativas de
3.170 novos casos em homens e 3.060 novos casos em mulheres em 2012) (INCA,

2012).

O cancer de pele é caracterizado por uma proliferacdo descontrolada de
células presentes nas diversas camadas da epiderme. O desenvolvimento do cancer
de pele depende do tipo de célula mutada. De uma forma geral, mutaces em
células basais desenvolvem-se em canceres de crescimento lento com raras
metastases (carcinoma basocelular); jA mutacbes em células escamosas
desenvolvem-se em canceres com maior propensao a metastase (carcinoma
epidermdide) (NIH, 2005; MADAM, 2010). Mutacdes ocorridas nas células
produtoras de melanina, os melandcitos, culminam no desenvolvimento do
melanoma. Esse tipo de cancer frequentemente estda associado a metastases
agressivas, podendo migrar para qualquer parte do corpo e se instalar em
linfonodos, figado, pulmdes e cérebro. Os principais sintomas do cancer de pele séo
a incidéncia e/ou alteragdes na cor, textura e forma de manchas e pintas (NIH,

2009).

Dentre os fatores de risco para o cancer de pele destacam-se: a radiacao

ultravioleta (principal), fatores genéticos, cor de pele branca, cicatrizes,
14



gueimaduras, infeccdes de pele, dentre outros. O cancer de pele ndo-melanoma
apresenta altos percentuais de cura, se for detectado precocemente. Os principais
tratamentos utilizados atualmente s&o: cirurgia, quimioterapia, radioterapia e a
terapia fotodindmica. A aplicacdo dos tratamentos varia de acordo com o estagio de

desenvolvimento do tumor (NIH, 2009).

A cirurgia consiste na remocao total ou parcial da lesdo. Tal procedimento
pode causar efeitos adversos como cicatrizes profundas. A radioterapia apresenta
efeitos adversos como secura e vermelhiddo na é&rea tratada. Alguns efeitos
adversos da quimioterapia consistem: no inchaco, dor, feridas, vermelhiddo, entre
outros. A terapia fotodindmica consiste na ativacdo de um farmaco, aplicado no local
da lesdo, por um laser e posterior destruicdo do tumor. Os efeitos adversos desse

tratamento sao feridas e vermelhidao local (NIH, 2009).

1.5 NANOTECNOLOGIA NO TRATAMENTO DO CANCER

Apesar do desenvolvimento de novas técnicas para a utilizacdo mais eficaz
dessas terapias, efeitos adversos severos, como citados acima, contribuem para o
aumento significativo das taxas de morbidade nos pacientes. A falta de
especificidade das terapias anticarcinogénicas para a célula tumoral leva a danos
em células sadias, intensificando assim os efeitos adversos (SZEIMIES et al., 2006).
Agentes quimioterapicos que atingem o DNA ou microtibulos, da forma que séo
aplicados, ja foram descritos como nao especificos para tumores de mama, por

exemplo (SLEDGE et al., 2001).
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Alternativas para melhorar a eficiéncia na absor¢cdo e no direcionamento de
agentes anticarcinogénicos especificamente para células tumorais vém sendo
estudadas, intensamente, com o0 emprego dos sistemas nanoestruturados.
Nanoestruturas (1 a 1000 nm) vém sendo empregadas em diversos campos da
medicina, favorecendo as éareas de diagndstico, imagem, terapia e prognéstico de

patologias como o cancer (SAAD et al., 2008; MALAM et al., 2009).

A utiizacdo de nanoestruturas como carregadores de drogas
anticarcinogénicas tem como objetivos minimizar a degradacdo ou inativacdo da
droga apo6s administracdo, prevenir efeitos adversos e aumentar a quantidade de
droga no local do tumor (TORCHILIN, 2007; MALAM et al.,, 2009). Para tanto,
espera-se que tais nanoestruturas sejam biodegradaveis; de facil preparo e de baixo
custo; apresentem pequeno tamanho (< 600 nm), mas com capacidade de
transportar grandes quantidades de drogas; permanecam na corrente sanguinea por
tempo prolongado; e que sejam acumuladas especificamente no local do tumor
(TORCHILIN, 2007). Existe uma grande variedade de nanosistemas de naturezas
poliméricas, lipidicas ou metélicas. As micelas e os lipossomos estdo dentre as

nanoestruturas mais estudadas para esse fim.

1.5.1 Micelas

As micelas séo dispersdes coloidais com tamanho variando entre 10 a 100
nm. S&o formadas pela auto-organizacdo de copolimeros anfifilicos em solugéo
aguosa, formando uma nanoestrutura com regido central de carater hidrofébico e de
superficie hidrofilica (Figura 6) (TORCHILIN, 2001; SAWANT & TORCHILIN, 2010).
A porcéao hidrofilica geralmente € constituida por polimeros como o polietilenoglicol

(PEG), com massas moleculares de 1 a 15 kDa (TORCHILIN, 2001; SAWANT &
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TORCHILIN, 2010). A por¢ao hidrofobica pode ser composta por polimeros pouco
soltveis ou por porcdes hidrofébicas de fosfolipidios, como a fosfatidiletanolamina

(Figura 6).

A estabilidade das micelas varia de acordo com o tipo e a concentracdo dos
copolimeros. Em baixas concentracdes, os copolimeros permanecem em seu estado
monomérico. A medida que a concentracdo aumenta, os monémeros tendem a se
agrupar e formar micelas (Figura 6). A concentracdo minima de copolimeros
necessaria para a formacéo de micelas é definida como concentracdo micelar critica

(CMC) (TORCHILIN, 2001; SAWANT & TORCHILIN, 2010).

Monomero Micelas
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Figura 6. Estrutura geral de copolimeros anfifilicos na forma de mondmeros e de micelas. A
estrutura quimica representada corresponde ao copolimero de PEG-PE (polietilenoglicol-
fosfatidiletanolamina). Adaptado de TORCHILIN, 2001.
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As micelas sdo utilizadas para aumentar a solubilidade e melhorar a biodistribuicédo
de drogas anticarcinogénicas hidrofébicas, que ocupam preferencialmente a regido central
da micela. Compostos com caracteristicas hidrofébicas/hidrofilicas intermediarias também
podem associar-se a outras regides das micelas (Figura 7) (TORCHILIN, 2001; SAWANT &

TORCHILIN, 2010).

Figura 7. Possiveis padrées de associacdo de moléculas as micelas. 1) Moléculas
hidrofilicas; 2 a 4) Moléculas com caracteristicas hidrofilicas/hidrofébicas
intermediarias; 5) Moléculas hidrofébicas. Adaptado de TORCHILIN, 2001.

1.5.2 Lipossomos

Os lipossomos foram descritos em 1960 e sdo uma das nanoestruturas carreadoras
de farmacos mais bem estudadas e caracterizadas (FAROKHZAD et al., 2009). Sdo
vesiculas, compostas por uma bicamada fosfolipidica, variando de 50 a 1000 nm em
tamanho e podem carrear compostos de natureza hidrofilica (proteinas, DNA, RNA), em seu
interior, ou compostos de natureza hidrofobica, entre a bicamada (Figura 8) (CHO et al.,

2008; MALAM et al., 2009).

Os lipossomos sao biologicamente inertes, biocompativeis e ndo causam toxicidade

ou reacgOes antigénicas. Suas propriedades fisicas e quimicas como carga, permeabilidade e
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hidrofobicidade baseiam-se nas caracteristicas dos fosfolipidios 0os quais podem ser naturais

ou sintéticos (TORCHILIN, 2007; MALAM et al., 2009).
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Figura 8. Estrutura geral de lipossomos. A) Localizacdo de compostos hidrofilicos (a) e
hidrofobicos (b) quando encapsulados em lipossomos. B) Fosfolipidio composto de 2 regides
principais: hidrofilica (verde) e hidrofébica (roxo). C) Sub-regides do fosfolipidio. Fosfatidilcolina
esta representada como exemplo. A cabeca € composta por colina (azul) e grupamento fosfato
(laranja) e esta conectada ao grupamento glicerol (verde), que por sua vez, esta ligado a duas
cadeias hidrofobicas de acidos graxos (roxo). O dobramento mostrado em uma das cadeias

hidrofébicas (roxo) ocorre devido a insaturac@es presentes na cadeia. Adaptado de TORCHILIN,

2005 e SCITABLE et al., 2012.

1.5.3 Acamulo e internalizac&do de nanoestruturas em tumores

As nanoestruturas se acumulam preferencialmente nos tecidos tumorais devido ao
efeito EPR (enhanced permeability and retention). Defeitos no sistema de drenagem linfatica
e a presenca de espacos, de 200 a 600 nm, entre as células endoteliais da vasculatura
tumoral, facilitam o extravasamento e o acumulo de nanoestrutura no espaco intersticial do
tumor. Esse tipo de acumulo é denominado de passivo (TORCHILIN, 2007). Uma vez
presentes na regido do tumor, as nanoestruturas podem liberar o seu conteldo no espaco

intersticial ou serem internalizadas pelas células tumorais e liberar seu contetldo no espaco
19



intracelular. Essa possibilidade ¢é particularmente interessante para drogas
anticarcinogénicas que tem como alvo moléculas intracelulares (TORCHILIN, 2007; MALAM

et al., 2009).

Os mecanismos de interagdo e internalizagdo variam de acordo com a natureza da
composicao, tamanho e caracteristicas da superficie das nanoestruturas. A figura 9 destaca

alguns desses mecanismos.

Lipossomo

Droga b

/ Lisossomo \

Nucleo c

Figura 9. Interac@o de nanoestruturas com células. Nanoestruturas podem adsorver na
superficie das células de forma especifica (a) ou ndo especifica (b). A liberacdo do
conteldo das nanoestruturas pode ocorrer logo ap6s adsorcao (d) ou apos a fuséo da
nanoestrutura com a célula (c). As nanoestruturas podem ser internalizadas por vias de
endocitose (f) e liberar seu conteddo antes (h) ou depois de serem direcionadas aos
lisossomos (g). Adaptado de TORCHILIN, 2005.

A superficie de nanoestruturas pode ser modificada por uma variedade de motivos
para conferir determinadas propriedades e funcionalidades as mesmas (Figura 10). A adi¢cédo
de polimeros de PEG, por exemplo, prolonga o tempo de circulagdo das nanoestruturas e

intensifica o seu acumulo nos tumores pelo efeito EPR (TORCHILIN, 2005; TORCHILIN,
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2007). O acoplamento de anticorpos monoclonais especificos e também de outros motivos,
como folato ou transferrina, conferem as nanoestruturas habilidades de reconhecer e se
ligar especificamente a tecidos e células alvo. A habilidade de responder a estimulos do
ambiente patologico pode ser conferida pela adicdo de componentes sensiveis ao pH,
temperatura ou a outro estimulo quimico. Adicionalmente, 0 aumento na internaliza¢do das
nanoestruturas pelas células pode ser conferido pela modificagdo da superficie das
nanoestruturas com a adicdo de CPPs (cell-penetrating peptides) (TORCHILIN, 2005;

TORCHILIN, 2007).

Figura 10. Modificagbes na superficie de nanoestruturas. Diversos motivos podem ser
usados para tal modificacdo como o acoplamento de: polimeros para protecéo (i);
anticorpos (j); marcadores para diagnéstico e imagem (k); cargas positivas (1); lipidios ou
polimeros sensiveis a estimulos (n, 0); cell-penetrating peptides (p). A estrutura geral de
lipossomos foi usada como exemplo, mas micelas também podem apresentar

modificacdes semelhantes em sua superficie. Adaptado de TORCHILIN, 2005.

Diversas drogas quimioterapicas tém sido associadas as micelas ou lipossomos
como a doxorrubicina, paclitaxel, adramicina e vincristina (KIM et al., 2001; TORCHILIN,
2007; CHO et al., 2008, FAROKHZAD et al., 2009). O encapsulamento da droga
doxorrubicina em lipossomos tem mostrado resultados satisfatérios no tratamento

terapéutico do cancer. A ligacdo de anticorpos especificos para tumores em lipossomos
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contendo doxorrubicina resultou no aumento significativo da citotoxicidade da droga em
células de carcinoma pulmonar e de prostata (SAAD et al.,, 2008; TORCHILIN, 2007;
MALAM et al., 2009). A aplicacédo de lipossomos contendo a droga docetaxel, com ligantes
especificos para tumores de prdéstata, reduziu significativamente o volume do tumor quando
comparado a aplicacdo da droga livre (FAROKHZAD et al., 2006). Similarmente, paclitaxel
associado a micelas, contendo em sua superficie anticorpos monoclonais especificos para
células tumorais, também apresentaram maior citotoxicidade em células de melanoma e de

cancer de mama (TORCHILIN et al., 2003).

A superficie das nanoestruturas pode ser modificada com o acoplamento de mais de
um motivo, apresentando assim habilidades multifuncionais (Figura 10). Por exemplo,
lipossomos contendo doxorubicina, utilizados no tratamento de células tumorais,
apresentaram melhor internalizacdo e citotoxicidade quando anticorpos monoclonais
especificos, CPPs e compostos sensiveis ao pH foram acoplados, simultaneamente, em sua

superficie (KOREN et al., 2011).

Algumas formulacdes lipossomais ja foram aprovadas pelo FDA (Food and Drug
Administration) e estdo sendo comercializadas, como a doxorrubicina lipossomal PEGlada
(Doxil® nos EUA e Caelyx® fora dos EUA) e a daunorubcina lipossomal PEGlada
(DaunoXome®) (GABIZON et al., 1998; HALEY et al., 2008). Uma terceira formulac&o
também foi aprovada na Europa: a doxorrubicina lipossomal ndo PEGlada (Myocet®). Essas
formulacbes vém sendo empregadas no tratamento terapéutico de céncer de mama
(GABIZON et al., 1998; CHO et al., 2008; HALEY et al., 2008). Drogas anticarcinogénicas,
como o paclitaxel, encapsuladas em micelas estdo na fase de ensaios clinicos (SAIF et al.,

2010) e vém mostrando resultados promissores.
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1.6 COMPOSTOS ANTICARCINOGENICOS ALTERNATIVOS

Todas as caracteristicas do processo de desenvolvimento do cancer (item 1.1) sédo
potenciais alvos para tratamentos terapéuticos. De fato, algumas drogas visando esses
alvos ja foram testadas, mas os resultados obtidos ndo foram exatamente os esperados. Por
exemplo, 0 uso de potentes inibidores da angiogénese resultou em uma reducdo da
neovascularizagao de tumores. No entanto, as células tumorais reagiram a esse tratamento
ativando processos de invasdo e metastase (AZAM et al.,, 2010). Os tratamentos que
utilizam quimioterapia e radioterapia matam células tumorais induzindo apoptose. No
entanto, poucos canceres sao sensiveis a essas terapias devido as desconexdes existentes
na via apoptética, e terminam por adquirir resisténcia ao tratamento (IGNEY et al., 2002).
Esses resultados evidenciam a heterogeneidade e versatilidade das células tumorais e

enfatizam porque o tratamento do cancer ainda é considerado um desafio.

Agentes anticarcinogénicos que induzam o bloqueio ou a destruicdo das células
tumorais por mecanismos de acdo alternativos podem ser usados em combinacdo com
tratamentos ja existentes, atingindo assim diferentes alvos simultaneamente e aumentando
as chances de destruicdo do tumor. Atualmente, um numero limitado desses agentes esta
disponivel. Dessa forma, hd uma necessidade de encontrar ou melhorar as ferramentas e

estratégias disponiveis para a prevencao e o tratamento do cancer.

Aproximadamente, um quarto de todos os medicamentos fabricados e consumidos
hoje possui substancias derivadas de plantas. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude,
de 252 medicamentos considerados basicos e essenciais, 11% sdo exclusivamente
extraidos de plantas e outra importante proporcdo é derivada de precursores naturais
extraidos de plantas (RATES, 2001). As plantas tém sido descritas como uma das principais
fontes de novas moléculas anticarcinogénicas. Substancias anticarcinogénicas ja
empregadas na clinica como etoposide e vimblastina foram purificados de Podophyllum

peltatum e Vinca rosea, respectivamente (NEWMAN et al., 2000). A importancia de
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compostos extraidos de plantas chamou a atencao do Instituto Nacional do Cancer dos EUA
gue, entre 1960 e 1982, realizou testes anticarcinogénicos com mais de 35.000 amostras
(MANN, 2002). Apesar do potencial efeito citotoxico desses compostos contra células de
cancer, muitos deles ainda apresentaram efeitos adversos severos (CELLA et al., 2006).
Sendo assim, a busca por novas moléculas anticarcinogénicas extraidas de plantas ainda
continua. Plantas consumidas normalmente na dieta dos seres humanos contém diversas
moléculas com potencial anticarcinogénico com chances de ndo causar efeitos adversos
severos (KENNEDY, 1998 a). Por exemplo, o consumo de leguminosas (feijoes, ervilhas,
soja) esta associado a baixas taxas de incidéncia e mortalidade por cancer, especialmente
para os canceres de mama, célon e prostata (KENNEDY, 1998 a). Essas evidéncias deram
inicio a uma série de investigacbes de provaveis componentes anticarcinogénicos de

leguminosas (KENNEDY, 1998 b; KELLOFF et al., 2000).

1.7 INIBIDORES DE PROTEASE

Diversos compostos bioativos com atividades anticarcinogénicas ja foram
encontrados em leguminosas. Os principais deles séo as isoflavonas, peptideos e inibidores
de protease (JOANITTI et al., 2011). Os inibidores de protease (IPs) sdo encontrados em
diferentes sementes de leguminosas: feijdo-de-corda (Vigna unguiculata), soja (Glycine
max), feijdo comum (Phaseolus vulgaris), ervilha (Pisum sativum) e lentilha (Lens culinaris)
(LOSSO, 2008). Nas plantas, eles sdo comumente descritos como componentes
importantes na defesa contra ataques de predadores e infec¢cdes por microorganismos,
ambos associados a atividade de inibicdo de proteases (CARLINI et al., 2002). A
concentracdo de IPs varia com o estagio de desenvolvimento da semente, sendo que
maiores concentracfes dessas moléculas sdo encontradas em sementes ndo germinadas

(PARK et al., 2005).
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Os PIs estéo classificados em mais de 20 familias de acordo com sua estrutura e
atividade inibitéria (LOSSO, 2008). A familia Bowman-Birk € uma das principais familias
encontradas em sementes de leguminosas e estdo envolvidas na inibicdo de
serinoproteases (JOANITTI et al.,, 2011; LOSSO, 2008). S&do moléculas pequenas
apresentando de 60 a 90 residuos de aminoéacidos e 8 a 10 kDa de massa molecular. Em
sua maioria, os inibidores Bowman-Birk inibem principalmente tripsina e quimotripsina.
Apresentam uma rede de ligacbes dissulfeto (5 a 7 ligagbes) que conferem maior
estabilidade e rigidez as moléculas (CLEMENTE et al., 2006). Adicionalmente, as ligacdes
dissulfeto conferem um padrdo simétrico ao inibidor, onde dois sitios reativos estdo
localizados em regibes opostas na molécula. Esses sitios podem ser utilizados
simultaneamente, permitindo que o inibidor atue sobre duas proteases alvo ao mesmo
tempo (Figura 11), sem mudanca significativa da estrutura do inibidor. Os sitios reativos
adotam uma conformacado canénica que € similar ao substrato da protease (BODE et al.,
2000) e ligacdes ndo-covalentes levam a inativacao da protease ap0s a interacdo da mesma

com o inibidor (CLEMENTE et al., 2006).

Figura 11. Estrutura geral de um inibidor de protease da familia Bowman-Birk. A)
Destaque para as ligacOes dissulfeto (amarelo) e sitios reativos para tripsina (vermelho) e
quimotripsina (verde) (nimero de deposito da estrutura no PDB: 2G81). B) Inibigdo
simultinea de duas proteases por um inibidor Bowman-Birk (azul). Extraido de:

http://opm.phar.umich.edu/?images=all.
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Um dos membros mais estudados dessa familia encontra-se em sementes da soja
(Glycine max). Ele apresenta massa molecular de aproximadamente 8 kDa e é formado por
uma cadeia de 71 residuos de aminoacidos com sete ligacdes dissulfeto (QI et al., 2005).
Outros membros da familia Bowman-Birk ja foram purificados de diferentes leguminosas e
caracterizados estrutural e funcionalmente. Black-eyed pea trypsin chymotrypsin inhibitor
(BTCI) é um inibidor Bowman-Birk purificado de sementes de Vigna unguiculata (feijao-de-
corda) por VENTURA e XAVIER (1966). E uma proteina globular de cadeia Unica com 83
residuos de aminoacidos (MORHY et al., 1987). Estudos relacionados a determinacao de
aspectos termodinamicos e estruturais do BTCI vém sendo realizados extensivamente
(FACHETTI et al., 1984; FREITAS et al., 1997; FREITAS et al., 1999; SILVA et al., 2005;
BARBOSA et al., 2007). E uma molécula que apresenta sete ligacdes dissulfeto e dois sitios
reativos diferentes e independentes responsaveis pela inibicdo de quimotripsina e tripsina,
respectivamente (XAVIER-FILHO et al.,, 1988) (Figura 12). Além disso, € considerado
estavel, mantendo sua atividade de inibicdo em temperaturas de até 95°C e em uma
variagdo de pH de 3 a 11 (SILVA et al.,, 2000). O BTCI é estrutural e funcionalmente
semelhante ao inibidor Bowman-Birk presente na soja (Figura 12). Segundo célculos
realizados em um servidor de andlise de proteinas (SSAP Server, 2012), comparacgdes da
identidade de sequéncia de aminoacidos e da sobreposicdo estrutural entre BBI classico e

BTCI sédo de 75% e 95% respectivamente.

A B

Figura 12. Estrutura do inibidor da familia Bowman-Birk BTCI. A) Destaque para as
ligagBes dissulfeto (amarelo) e sitios reativos para a tripsina (vermelho) e quimotripsina
(verde) (PDB: 2G81). B) Sobreposicdo das estruturas do inibidor Bowman-Birk presente
na soja (amarelo, PDB: 1BBI) e BTCI (azul): identidade da sequéncia de residuos de
aminoécidos e sobreposi¢do estrutural de 75 e 95%, respectivamente (SSAP Server,
2012).
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Os inibidores de protease estéo relacionados a mdultiplas aplicagdes potenciais em
areas econbmicas e médicas (FEAR et al., 2007; PANDEY et al.,, 2007). Nas ultimas
décadas, a aplicacdo dos inibidores de protease tem sido estudada em contextos como a
agricultura, doencas do sistema imune, infec¢des por microorganismos e virus, hemostasia
e cancer (JOANITTI et al., 2006). Esses inibidores sdo agentes potenciais para atuar em
diversas etapas da carcinogénese, como na transformacédo maligna, na atividade proteolitica
alterada, na angiogénese, no crescimento tumoral e na metastase (Figura 13) (JOANITTI et

al., 2006).

Transformacao Proliferacéo celular e
maligna da célula crescimento do tumor

Degradacdo da
matriz extracelular

.......................................

Invaséo, !'ngrsaegﬁo
DOOOO00000000000000CO000000000LT L
(XX oX eX eX el X o)X oX eX eX e oX oX o) eX o) o oX eX eX o) o) o)X of eX eX(eX o)X B /(e  eX o) o)

@ Célula normal | | Matriz extracelular

.
(@ Célulatumoral Membrana basal

Vaso sanguineo

x Prevengdo / Supressao

Figura 13. Potenciais sitios de atuacao dos inibidores de protease no processo de
carcinogénese. Adaptado de JOANITTI et al., 2006.

1.7.1 Inibidores da familia Bowman-Birk como agentes anticarcinogénicos preventivos

Agentes capazes de impedir ou reduzir a incidéncia de tumores em um sistema
celular exposto a compostos indutores de cancer sdo considerados como preventivos, ou

seja, atuam na prevencdo contra o tumor. Dentre os alimentos citados como preventivos
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contra o cancer destacam-se as leguminosas. Como dito anteriormente, populacbes
orientais, que fazem um elevado consumo diario de leguminosas, apresentam baixas taxas
de incidéncia de cancer quando comparadas a populacdes ocidentais com diferentes
habitos de alimentacdo (KENNEDY, 1998 a). Diversos experimentos mostraram que animais
tratados com extratos de leguminosas apresentam significativa diminuicdo na incidéncia de
tumores induzidos tanto por compostos quimicos quanto por fisicos (KENNEDY, 1998 a;
KENNEDY, 1998 b). Por exemplo, camundongos que receberam uma alimentagdo a base
de feijao ao longo de 1 ano apresentaram reducdes de até 81% nas taxas de incidéncia de
cancer de mama induzido pelo virus mouse mammary tumor virus (MMTV) (FERNANDES et

al., 1997).

Outros estudos mostram que compostos isolados de sementes de leguminosas
também apresentam efeitos preventivos. Dentre as moléculas analisadas, os inibidores de
protease Bowman-Birk destacam-se na prevencéo significativa do cancer de colon, eséfago,
boca, pulméo, epidermoide, préstata, figado e mama, tanto in vitro como in vivo, quando
administrado em baixas concentracdes na dieta dos animais (KENNEDY, 1998 a;

KENNEDY et al., 2002).

O inibidor Bowman-Birk extraido de soja vém sendo testado em ensaios clinicos na
forma de BBIC (extrato contendo diferentes proteinas da soja) (KENNEDY, 1998 a). Em
1992, esse inibidor foi considerado um agente preventivo contra o cancer, de acordo com o
orgao internacional Food and Drug Administration (FDA). Dentre os ensaios clinicos
realizados na area de oncologia, destacam-se a avaliacdo da atividade anticarcinogénica
preventiva do BBIC em pacientes com leucoplasia oral (lesdo pré-maligna de cancer de
boca). As duas primeiras fases do ensaio clinico realizado mostraram que o BBIC resultou
na reducdo dose-dependente da lesdo (ARMSTRONG et al., 2000). Quando em associagao
com outros tratamentos anticarcinogénicos, o inibidor Bowman-Birk da soja também pode

atuar como agente protetor, reduzindo a transformacdo maligna induzida em células
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normais expostas a radiacdo (DITTMANN et al., 2003). Além de prevenir a incidéncia de
cancer, os inibidores Bowman-Birk ndo causam efeitos adversos mesmo quando

administrados oralmente em altas doses (KENNEDY, 1998 a).

O mecanismo de acdo desses inibidores ainda néo foi elucidado, mas sabe-se que
0s mesmos sao absorvidos pelo organismo ap6s a ingestdo e distribuem-se para varios
orgaos e tecidos (BILLINGS et al., 1992). Adicionalmente, estudos tém indicado que
inibidores de protease podem interromper o processo de transformacédo maligna, revertendo
a expressao de proto-oncogenes (c-myc, c-fos) ou de proteinas com atividade proteolitica na

célula tumoral (KENNEDY, 1998 a).

1.7.2 Inibidores da familia Bowman-Birk como agentes anticarcinogénicos citostaticos

e citotéxicos

Agentes capazes de causar citotoxicidade, reduzir o volume tumoral e aumentar a
expectativa de sobrevivéncia de um paciente sdo considerados como terapéuticos. Apenas
recentemente o0s inibidores Bowman-Birk tém sido estudados como agentes
anticarcinogénicos terapéuticos. Os estudos realizados in vitro, mostram que esses
inibidores induzem efeitos citotoxicos e citostaticos em células tumorais de ovario, mama e
prostata sem causar toxicidade em células normais (DITTMANN et al., 2003; SAITO et al.,
2007; CLEMENTE et al., 2009; JOANITTI et al., 2010). Como alternativa aos tratamentos
anticarcinogénicos convencionais, 0s inibidores Bowman-Birk apresentam efeito citotéxico
significativo em células tumorais de ovario resistentes ao quimioterapico cisplatina (WAN et
al., 1998). Em estudos in vivo, mostram potencial terapéutico desses inibidores em modelos
de cancer de prostata, de colon retal e de cancer de ovario, reduzindo tamanho dos tumores
e incidéncias de metastases (WAN et al., 1999; SAKURAI et al., 2008; TANG et al., 2009).
Outros estudos relataram que o inibidor Bowman-Birk de soja n&o induziu efeitos
anticarcinogénicos quando incubado com células de cancer de mama que ndo apresentam o

receptor de estrégeno (HSIEH et al., 2010). Investigacbes adicionais sdo necessdrias para
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determinar se o tipo de céncer e suas vias de sinalizacdo especificas sdo determinantes

para o efeito dos inibidores Bowman-Birk.

O exato mecanismo de agdo desses inibidores como agentes anticarcinogénicos
terapéuticos ainda estdo sob investigacdo. No entanto, alguns alvos e efeitos ja foram
descritos, como: inibicdo de enzimas semelhantes a tripsina e quimotripsina; inibicdo da
atividade proteolitica do proteassomo; inducdo de apoptose; aumento da expressao de
conexina 43 funcional (proteina participante de jun¢cdes comunicantes); permeabilizacdo da
membrana de lisossomos e bloqueio do ciclo celular (WAN et al., 1998; WAN et al., 1999;
CHEN et al., 2005; LOSSO, 2008; SAITO et al., 2007; SOUZA, 2009; TANG et al., 2009;

JOANITTI et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Extratos de sementes de leguminosas e inibidores de proteases da familia
Bowman-Birk sdo conhecidos pelos seus efeitos na prevencdo e/ou retardo na
incidéncia de cancer de diversas origens, dentre eles o cancer de pele (KENNEDY,
1998 a; KENNEDY, 1998 b; LOSSO, 2008). Dessa forma, o extrato bruto de
sementes de Vignha unguiculata e o BTCI tem o potencial de atuar como agente

anticarcinogénico na prevencao desse tipo de cancer.

Recentemente, as propriedades anticarcinogénicas do BTCI foram avaliadas
em células de cancer de mama in vitro, induzindo efeitos citostaticos e citotoxicos
significativos associados a apoptose e a permeabilizacdo da membrana de
lisossomos (JOANITTI et al., 2010). Adicionalmente, caracteristicas como néo afetar
a viabilidade celular de células de mama normais favorecem seu uso como agente
anticarcinogénico (JOANITTI, 2008; JOANITTI et al., 2010). O mecanismo de agéo
do BTCI ainda esta sob investigacdo, mas sugere-se que sua atividade citotoxica
esteja relacionada com a inibicdo de proteassomos (SOUZA, 2009). Andlises
anteriores mostraram que quando células de cancer de mama eram expostas a 200
MM BTCI por 72 horas, algumas moléculas eram internalizadas; no entanto,
guantidades consideraveis de BTCI permaneciam na forma de agregados no meio
de cultura (JOANITTI, 2008; SOUZA, 2009). A elevada quantidade de BTCI (200
uM) empregada em experimentos in vitro e a tendéncia de formar agregados
(JOANITTI, 2008) poderia reduzir a aplicabilidade dessa proteina em tratamentos
terapéuticos subsequentes. O uso de sistemas nanoestruturados tem facilitado a

entrega de macromoléculas, superando as barreiras existentes nos sistemas alvo
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(TORCHILIN, 2007). Considerando a necessidade de reduzir a quantidade de BTCI
e prevenir a agregacao dessa molécula, sem alterar os efeitos anticarcinogénicos e,
principalmente, que o BTCI atinja alvos intracelulares, sistemas nanoestruturados

foram escolhidos para os estudos aqui apresentados.

Portanto, no presente trabalho propomos expandir e continuar os estudos
gue, pela primeira vez, avaliaram os efeitos do inibidor BTCI na area de oncologia
(JOANITTI, 2008; SOUZA, 2009; JOANITTI et al., 2010), utilizando-se como modelo
experimental células de cancer de mama e de pele, consideradas neoplasias

malignas freqientes e agressivas no Brasil e no mundo.

32



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de extrato de sementes de Vigna unguiculata e do inibidor
de proteases BTCI, livre e encapsulado em nanoparticulas, em células de cancer de

mama e na prevencéao de cancer de pele.

3.2 Objetivos especificos

* Avaliar os efeitos de extrato de sementes de V. unguiculata e do BTCI na
incidéncia e no volume de lesBes pré-malignas de cancer de pele ndo-melanoma, in

Vivo.

* Analisar a frequéncia de alteracdes histopatoldgicas e a producao de marcadores
da progressédo de lesdes pré-malignas de cancer de pele ndo-melanoma, ap6s o

tratamento com extrato de sementes V. unguiculata ou do BTCI, in vivo.

* Comparar os efeitos do extrato de sementes V. unguiculata e do BTCI na

prevencao de lesbes pré-malignas de cancer de pele ndo-melanoma, in vivo.

* Determinar a influéncia da composicdo e dos métodos de preparagdo de
nanoestruturas (micelas ou lipossomos) na agregacéo, estabilidade e eficiéncia de

encapsulacéo do BTCI.

* Analisar o efeito de modificacdes na superficie de nanoestruturas encapsulando

BTCI na internalizacéo e citotoxicidade em células de cancer de mama, in vitro.

* Comparar o grau de pureza de diferentes amostras de BTCI livre com a

citotoxicidade em células de cancer de mama, in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS, MATERIAIS E REAGENTES UTILIZADOS

Tabela 1. Equipamentos, materiais e reagentes utilizados.

Equipamentos

Fabricante

Balanca Analitica Modelo AA-200
Camara de Neubauer

Camera digital

Centrifuga Himac CR 21
Centrifuga Mikro 22 R

Citdmetro de fluxo (FACSCallibur)
Confocal LSM Meta 510
Espetrofotdmetro Modelo V-530 J
Estufa

Extrusor

Fluxo Laminar

Homogeneizador de Tecido, Homomix
HPLC

HPLC

Leitora de Microplaca
Liquidificador

MALDI-TOF/MS UltraFlex Il
Microscépio de luz invertido
Micrétomo

Paquimetro

pHametro Accumet Basic AB 15
Rotaevaporador

Sonicador Sonifier 450

Zeta Plus

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

Hitachi Koki Co., JAP
Andreas Hettich GmbH & Co KG, ALE
Becton & Dickenson, EUA
Zeiss, ALE

ASCO, JAP

Tecnal, BRA

Avanti Polar Lipids, EUA
Veco, BRA

Biosystems, EUA

Hitachi, JAP

Shimadzu, JAP

Biotek, EUA

Metalurgia SIEMSEN, BRA
Bruker Daltonics, ALE
Unico, EUA

Leica, ALE

Starret, BRA

Fisher Scientific, EUA
LabConco, EUA

Branson, EUA
BrookHaven , EUA
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Materiais

Fabricante

Baldo para rotavoparacdo Kimble / Kontes
Coluna cromatografica (3,5 x 23 cm)
Coluna de HPLC KW804

Coluna de HPLC C18

Coluna de HPLC C4 300A

Criotubos

Cubeta de plastico

Frascos de Cultura

Gel de poliacrilamida 16%

Lamina de vidro fosco

Fisher Scientific, EUA
BioRad, EUA
Shodex, ALE

Hitachi, JAP

NST, BRA

TPP, ALE

Labolan, ESP

TPP, ALE

Expedeon, EUA
Perfecta, BRA

Laminas de SilicaGel para cromatografia em camada delgada Sigma, EUA
Laminula Perfecta, BRA
Lente ocular micrométrica Zeiss, EUA
Membrana de didlise com limite de exclusdo de 300 kDa Spectrum, EUA
Membranas com poros de 0,22 um TPP, ALE

Membranas de didlise
Membranas de policarbonato (poros de 200 nm)

Spectrum Laboratories, EUA
Avanti Polar Lipids, EUA

Microcon MWCO 100 kDa Millipore, EUA
Papel filtro J Prolab, BRA
Papel indicador de pH Whatman, ALE
Placas de 96 pocos TPP, ALE
Placas de cromatografia em camada delgada Sigma-Aldrich Co., EUA
Placas de cultura de células TPP, ALE
Tubos Falcon de 15 e 50 mL TPP, ALE
Reagentes / kits Fabricante
Acetona Fisher, EUA
Acetonitrila Sigma-Aldrich Co., EUA

Acido acético

Acido Cloridrico

Acido fosfomolibdico

Acido tricloroacético (TCA)

Acido trifluoroacético (TFA)

Acido a-cyano-4-hidroxi- cinamico
Albumina Serica Bovina (BSA)
Anestésico Quetamina

Anestésico xilazina

Antibidtico (Penicilina e Estreptomicina)
Anticorpo 2C5

Anticorpo anti-mouse IgG
conjugado ao fluoréforo AlexaFluor 488

Anticorpo primario anti-LAMP2
Anticorpo primario contra COX-2 (camundongo)
Anticorpo primario contra Ki-67 (camundongo)

Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Bruker Daltonics, ALE
Sigma-Aldrich Co., EUA
Synteh, EUA

Bayer, EUA

Gibco, USA

Harlan Bioproducts (Indiannapolis, IL)

Invitrogen, EUA
Abcam, EUA
Abcam, EUA
Abcam, EUA
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Anticorpo primario contra PGE2 (camundongo)

Anticorpo primario IgG

Anticorpo Rabbit Immunoglobulin Biotinylated
Anticorpo secundario goat anti-mouse IgG peroxidase

Azul Tripan

BAPNA : Na -Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride

Bicarbonato de Sddio

Biotinylated link Universal Streptavidin-HRP

Carbonato de Sédio
Caseina

CHAPS

Citrato de Sédio
Cloreto de Calcio
Cloreto de Ferro
Cloreto de Sddio
Cloroférmio
Colesterol

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets

DEAE-celulose
Dimetilsulfoxido (DMSO)
DMBA

DMEM (Dulbecco@fs Modified Eagle®'s Medium)
DOPE (1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine )
DOTAP (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane)

DTT

EDTA

Eosina

Eter isopropilico
Fluoromount-G

Fosfato de Potdssio Monobasico
GPNA: N - glutaryl - L - phenylalanine - p -nitroanilide

Hematoxilina
Hematoxilina de Mayer
Hidréxido de Sédio

Kit cromogeno DAB

Kit de Bradford

Kit para detecgdo acidos graxos

Kit Phospholipid C
Kit Silver Stain Plus

Leite em pé desnatado Mollico

Marcador para eletroforese

(PageRuler Unstained Protein Ladder )

Metanol
MTT

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

NHS-PEGg00-maleimide
NHS-Rodamine

Abcam, EUA

Abcam, EUA

Dako, EUA

Abcam, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Dako, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Invitrogen, EUA

J. T. BAKER, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
J. T. BAKER, EUA

Fisher, EUA
Sigma-Aldrich Co., USA
Roche Applied Science, EUA
Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., USA
Gibco, USA

Avanti Polar Lipids, EUA
Avanti Polar Lipids, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Fisher, EUA

Lafan Quimica Fina, BRA
Fisher, EUA
SouthernBiotech, EUA
Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Lafan Quimica Fina, BRA
Lafan Quimica Fina, BRA
Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
Dako, Usa

Fisher, EUA

BioVision, EUA

Wako, EUA

Bio-Rad, EUA

Nestlé, SUI

Fisher, EUA
Fisher, EUA

Invitrogen, EUA

Avanti Polar Lipids, EUA
Thermo Scientific, EUA
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Nucleohistonas

Padrao para Gel filtracao

Paraformaldeido

Paraplast

PC (fosfatidilcolina de ovo)

PEG-PE: 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-[methoxy(polyethylene glycol)]
Perdxido de Hidrogénio

PMSF

PNP-PEG3400-pNP

Poli-L-lisina

Quimotripsina (alpha)
Reagente de Dragendorff
Rodamina-PE

Sacarose

SDS

Sepharose CL-4B

Solucdo de Folin

Soro Fetal Bovino

Substrato TMB

Sulfato de amdnio

Sulfato de cobre

Tampao de amostra e de corrida para eletroforese
Tampao fosfato-salina (PBS)
Tartarato de sddio e potdssio
Tiocianato de Amonio

TPA

Transferrina humana
Trietilamina

Tripsina

Tripsina-EDTA (0,25 e 0,02 % )
Tris

Triton X-100

Tween 20

Verniz vitral

Xileno

Worthington Biochemical, EUA

BioRad, EUA

Vetec Quimica Fina Ltda, BRA

Merck, ALE
Avanti Polar Lipids, EUA

Avanti Polar Lipids, EUA
Fisher, EUA

Roche Applied Science, EUA

Laysan Bio, Inc, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Avanti Polar Lipids, EUA
J. T. BAKER, EUA
Fisher, EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Gibco, USA

Fisher, EUA
Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Expedeon, EUA
Laborcllin, BRA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., USA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Sigma-Aldrich Co., EUA
Gibco, USA

Merck, ALE

Merck, ALE
Sigma-Aldrich Co., EUA
Acrilex, BRA

Vetec Quimica Fina Ltda, BRA
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4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Extrato BTCI Livre
T ‘ I
HPLC Prevencao, in vivo Efeitos na viabilidade celular, in vitro Comparagdo entre
1 i amostras de BTCI
MALDI Aspectos Nanoestruturas ¢
macroscopicos i L ¢ Viabilidade Celular
. (MTT)
Histopatologia Agregacdo Micelas Lipossomos
v ¥ v Cromatografia de
Imunohistoquimica Diametro exclusdao molecular

ELISA

Caracterizagao
hidrodindmico

o Modificacdo da
Absorbancia superficie:
peptideo TAT
Microscopia de anticorpo 2C5

contraste de Fase
Interacdo celular

(citometria de fluxo)

Viabilidade Celular
(MTT)

Métodos de
Encapsulagao

Caracterizagao

Modifica¢do da
superficie:
fosfolipidios positivos
transferrina

Interagado celular
(citometria de fluxo e

microscopia confocal)

Viabilidade Celular
(MTT)

Estabilidade

HPLC de Fase Reversa
Eletroforese
Atividade Inibitéria

Presenca de Acidos
Graxos
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4.3 PRODUCAO DE EXTRATO E PURIFICACAO DO INIBIDOR DE PROTEASE

BTCI

4.3.1 Obtencado de sementes de Vigna unguiculata

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

na producédo do extrato e purificacdo de BTCI (Figura 14).

Figura 14. Vigna unguiculata. A) Plantacdo na Estacdo Biol6gica da
Universidade de Brasilia. B) Vagem jovem. C) Vagem madura. D)

Sementes maduras. Barra =1 cm.

39



4.3.2 Preparacgao de extrato de sementes

A obtencado do extrato das sementes de V. unguiculata foi realizada segundo
metodologia descrita por VENTURA e colaboradores (1966). As sementes coletadas
foram secas a temperatura ambiente e submetidas a trituracdo até a formacéo de
um po. Quinhentos gramas desse p6 foram misturados em 2 litros de dgua destilada
e 200 pL de PMSF 200 mM. Essa mistura foi mantida a 4°C sob agitacdo constante
por 12 horas. Em seguida, a mistura foi novamente homogeneizada em um
liquidificador por 15 minutos, filtrada em tecido de algoddo e centrifugada a 7000 g
por 30 minutos a 4°C. O material retido no tecido de algoddo foi novamente
homogeneizado em liquidificador por 15 minutos com mais 500 mL de &gua
destilada e, em seguida, filtrado e centrifugado na mesma condicdo descrita
anteriormente.

Os sobrenadantes foram reunidos e submetidos a uma precipitagdo com
acido tricloroacético (TCA) na concentracdo final de 2,5% (v/iv). O TCA foi
adicionado lentamente ao sobrenadante, o qual foi mantido sob agitacdo constante
por 1 hora a 4°C. Em seguida, essa mistura foi filtrada em papel filtro e submetida a
precipitacdo com sulfato de aménio, na forma sélida, até a saturacdo de 50%. ApoOs
1 hora de agitacao, o material resultante foi centrifugado a 7000 g por 40 minutos a
4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi desprezado, o pellet totalmente dissolvido
em aproximadamente 25 mL de agua destilada e dialisado contra agua destilada por
12 horas. Apds a didlise, o extrato final foi liofilizado e armazenado a - 30°C até o

momento do uso.
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4.3.3 Analise do conteudo protéico do extrato por HPLC de fase reversa

O extrato foi diluido em agua deionizada com 0,1% (v/v) de TFA e aplicado
em cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC). Foi utilizada
uma coluna semi-preparativa C4300A C4 (10 x 250 mm, 5 um), a qual foi
inicialmente lavada com solugéo de TFA em acetonitrila a 0,1% (v/v) (solvente B) e,
posteriormente, equilibrada com solugéo aquosa de TFA a 0,1% (v/v) (solvente A). O
gradiente utilizado foi linear, variando-se a concentragdo do solvente B de 5 a 60%
durante 45 minutos. O fluxo durante a elui¢ao foi de 3 mL/min, com monitoramento a
216 nm e 280 nm, sendo as separagbes cromatogréaficas conduzidas a temperatura

ambiente.

4.3.4 Purificagcdo do BTCI por cromatografia de troca ibnica

A purificacado de BTCI a partir do extrato foi realizada segundo a metodologia
descrita por VENTURA e colaboradores (1966). A purificacdo foi realizada em
coluna cromatogréfica (3,5 x 23 cm) preenchida com DEAE-celulose e ativada pelo
seguinte processo: adicao de 250 mL de HCI 200 mM; 300 mL de agua destilada;
seguida de 250 mL de NaOH 200 mM; 300 mL de agua; seguida de 30 mL de
tampéao fosfato de potassio (100 mM; pH 7,3) e 300 mL de tampao de equilibrio
(fosfato de potassio 10 mM, pH 7,3). Trezentos miligramas de extrato foram diluidos
em 10 mL de tampéo de equilibrio e centrifugados por 10 minutos a 10000 g. Apés a
aplicagédo do sobrenadante, a coluna foi lavada com 300 mL do tampé&o de equilibrio.
A eluicdo de BTCI foi realizada aplicando um gradiente linear de 500 mL de NacCl
variando de 0 a 800 mM (fluxo de 3 mL/minuto). Apds desprezar os primeiros 150
mL, o material eluido foi coletado em fracdes de 3 mL e monitorado quanto a

presenca de proteinas, pela leitura de absorbancia em 280 nm. As fracdes
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correspondentes ao pico de eluicdo de BTCI foram dialisadas contra agua destilada

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

4.3.5 Analise da pureza por espectrometria de massa MALDI-TOF/MS

As massas moleculares das fracdes do extrato e a pureza do BTCI foram
determinadas por espectrometria de massa. As amostras foram dissolvidas em agua
deionizada e diluidas (na proporcédo de 1:3, v/v) em uma solucdo de matriz saturada
de acido a-cyano-4-hidroxicinamico (5 mg de acido a-cyano-4-hidroxi- cinamico, 200
pL de &gua nanopura, 250 pL de acetonitrila e 50 uL de TFA). Em seguida, 0,5 pL da
mistura de amostra e matriz foram depositados em uma placa de MTP AnchorChip
600/384. Os espectros foram obtidos com aplicagao de laser de frequéncia de 50 Hz
em modo linear positivo, apés a calibracdo externa do equipamento. Posteriormente,

os dados foram analisados pelo programa FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, ALE).

4.3.6 Determinacao da concentracao de BTCI e extrato em solucéao

A concentracdo do BTCI purificado (item 4.3.4) foi determinado a partir da
solucdo de BTCI diluido em &gua nanopura e leitura espectrofotométrica em
comprimento de onda de 280 nm. A absorbéancia obtida foi empregada na seguinte

formula:

Concentragdo (mg/mL) = {Azs = 10)

e
A" aan

Azgo = Absorbancia da amostra no comprimento de onda de 280 nm.
A 1% g0 = Absorbancia da solucéo de 1% de BTCI no comprimento de onda de 280

nm, que é igual ao valor de 8,23.
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A concentracdo extrato em solucdo foi determinada por calculo incluindo a
guantidade de material pesado em balanca analitica e o volume de solucdo aquosa

adicionado.

4.4 TRATAMENTO PREVENTIVO COM BTCI E EXTRATO DE SEMENTES

CONTRA CANCER DE PELE NAO-MELANOMA, IN VIVO.

4.4.1 Inducéo quimica de cancer de pele ndo-melanoma e tratamento

O protocolo de inducdo de cancer utilizado nesse estudo foi baseado em
metodologias previamente descritas (BEIGNON et al.,, 2001; FENG et al., 2002;
MEERAN et al., 2009; FILLER et al., 2010). Camundongos Balb/c fémeas foram
isolados em biotério a 25°C, com ciclo claro/ escuro 12 h/12 h, e receberam agua e
racao ad libitum. Eles foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos com seis
animais cada. Foram utilizados animais com 4 meses de idade, uma vez que
animais nessa idade tem maior propensao ao desenvolvimento de cancer de pele
(FENG et al., 2002).

Apés anestesia (20 pL de quetamina 10% e 12 uL de xilazina 2%; i.p.), os
animais tiveram uma area de 4 x 3 cm do dorso depilado uma semana antes da
inducdo do cancer. O reagente DMBA (7,12-Dimethylbenz(a)anthracene) diluido em
acetona foi utilizado como o agente indutor. Uma dose unica de 100 pL da
suspensdao de DMBA (400 nM) foi espalhada homogeneamente no dorso dos
animais com o auxilio de um pincel.

ApoOs uma semana, o dorso dos animais foi umedecido por 2 minutos com
uma gaze hidratada com agua (BEIGNON et al., 2001). Em seguida, 200 pL de BTCI

ou extrato (Tabela 2) foram aplicados no dorso dos animais com o auxilio de um
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pincel. Duas a trés horas apds o tratamento com as proteinas, 0s animais receberam
a aplicacdo do reagente promotor do cancer: TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate) diluido em acetona. Cem microlitros de TPA (40 nM) foram espalhados
homogeneamente no dorso com o auxilio de um pincel. As aplicacdes das proteinas
e do TPA foram repetidas por 15 semanas em um regime de 2 aplicagbes por
semana. Durante o periodo de tratamento, as dimensdes das lesdes pré-malignas
foram medidas 2 vezes por semana com o auxilio de um paquimetro e o volume foi
calculado pela formula: 0,5 x altura x largura x comprimento (TOMAYKO et al.,
1989).

Devido a toxicidade dos reagentes DMBA e TPA utilizados nesse protocolo,
todos os procedimentos foram realizados em capela de exaustdo com equipamentos
de protecao individual como: respiradores com filtros quimicos, jalecos descartaveis,
toucas descartaveis, luvas de nitrilo e 6culos. Todos 0s materiais que entraram em
contato com o0s reagentes toxicos foram incinerados, de acordo com as normas de

biosseguranca da Universidade de Brasilia.

Tabela 2. Concentracdes de BTCI e extrato aplicadas no dorso de camundongos para
a prevencdo de cancer de pele. As aplicagbes foram feitas 2 vezes/semana por 15

semanas.
Grupos n Dose
Controle 6 200 uL de agua deionizada
BTCI 6 1mg /200 pL de dgua deionizada
Extrato 6 1 mg /200 uL de dgua deionizada

ApoOs 15 semanas, os animais foram mortos por deslocamento cervical e
tiveram a pele removida. Para cada animal, a pele coletada foi seccionada ao meio

sendo que uma parte foi imediatamente congelada em nitrogénio liquido para
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procedimento de ELISA e a outra parte foi fixada em paraformaldeido 4% (diluido
em PBS; pH 7,4) por 2 horas a temperatura ambiente para analises histologicas e

imunohistoquimica.

4.4.2 Anédlise histologica e imunohistoquimica

Apés a fixacdo, as amostras de pele foram processadas com protocolo
padrao para microscopia de luz: desidratacbes em concentracbes crescentes de
etanol (70 a 100%, v/v) por 40 minutos; diafanizacdo em 3 banhos de xileno por 30
minutos cada; e infiltracdo em 3 banhos em resina de paraplast (1 hora cada)
seguida de emblocamento na mesma resina. Para cada animal, a pele emblocada
foi completamente seccionada em microtomo de modo seriado, sendo que uma
seccao histologica de 5 um foi coletada a cada 50 um.

Parte das laminas contendo as sec¢Oes coletadas foi corada com
hematoxilina e eosina (HE) seguindo protocolo padrdao: 3 banhos em xileno por 1
minuto cada; hidratacdo em concentracdes decrescentes de etanol (100 a 70%, v/v)
por 1 minuto cada; coloracdo com eosina 1% (p/v) e hematoxilina 1% (p/v) por 30
segundos e 1 minuto respectivamente; desidratacbes em concentragdes crescentes
de etanol (70 a 100%, v/v); 3 banhos em xileno (1 minuto cada). As secc¢des foram
cobertas com algumas gotas de verniz vitral, seguido do posicionamento de uma
laminula sobre o verniz. Caracteristicas histopatolégicas foram registradas apos
analise de todas as laminas em microscopio de luz. Imagens representativas de
cada grupo foram digitalizadas por sistema de aquisicdo de imagens acoplado ao
microscoépio.

A outra parte das laminas contendo as secc¢fes coletadas foi submetida a

marcacao imunohistoquimica para os marcadores Ki-67 (proliferacdo celular),
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Cicloxigenase-2 (COX-2; inflamacédo) e prostaglandina E2 (PGEZ2; inflamacao). As
seccOes de tecidos tumorais foram desparafinizadas em xileno e hidratadas em
agua destilada. A peroxidase enddgena foi bloqueada com solucéao de 0,3% de H,0,
em metanol por 17 minutos. A recuperacdo dos sitios antigénicos foi feita em
tampéao citrato (0,21 g/L; pH 6,02) em uma panela de presséo por 90 segundos
(contados apés a panela atingir a pressdo maxima). As laminas foram resfriadas e
incubadas com 3% leite de p6 desnatado em PBS (p/v) por 30 minutos. Os
anticorpos primarios contra Ki-67, COX-2 e PGE2 foram diluidos na proporcao de
1:100 (v/v) em 1% leite em po6 desnatado em PBS (p/v) e incubados separadamente
com as laminas por 12 horas a 4°C em camara Umida. Em seguida, as laminas
foram lavadas em solugcdo de 0,1% albumina sérica bovina (BSA) em PBS por 30
minutos (3 trocas de 10 minutos cada) e incubadas com o anticorpo secundario na
proporcédo de 1:100 (v/v) por 17 minutos a temperatura ambiente. Apds lavagem em
PBS, as laminas foram incubadas com o agente intensificador da marcacéo (rabbit
immunoglobulin biotinylated) por 20 minutos e lavadas novamente em PBS. A
marcacado nas laminas foi revelada com o kit DAB Chromogen por 10 minutos e
contra coradas com hematoxilina de Mayer por 10 minutos. Por fim, as laminas
foram desidratadas, montadas com laminulas (como descrito no paragrafo acima) e
examinadas em microscopio de luz. O numero de células marcadas positivamente
foi contado com o uso de uma lente ocular micrométrica, em 10 campos aleatorios
localizados nas regifes das lesbes pré-malignas e em areas em torno da mesma.
Os resultados foram expressos como a média do nimero de células marcadas

positivamente * erro padréo de n observacdes por mm? (SA et al., 2007).
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4.4.3 Deteccéo de COX-2 e PGE2 por ELISA

As amostras de pele previamente congeladas em nitrogénio liquido foram
pesadas, seccionadas em partes menores e homogeneizadas em gelo com tampéao
homogenato (sacarose 300 mM; EDTA 100 mM; Triton X-100 0,3%; KH,PO,4 1M; Tris
20 mM; coquetel de inibidores de protease; pH 7,4), na propor¢cdo de 300 pL de
tampé&o para cada 5 mg de tecido, com o auxilio de um homogeneizador de tecidos
elétrico. Os homogenatos foram centrifugados por 20 minutos a 10000 g a 4°C e os
sobrenadantes foram submetidos a dosagem da concentracdo de proteinas pelo
método de Bradford.

As proteinas dos sobrenadantes foram diluidas para concentracdo final de
400 pg/mL em tampado de cobertura (3,03 g Na,COj;; 6,0 g NaHCOg3; agua
deionizada g.s.p. 1000 mL; pH 9,6), pipetadas em triplicata em placa de 96 pocos
(100 pL/pogo) e incubadas por 12 horas a 4°C. Os pocos foram lavados 3 vezes em
solucao de lavagem (PBS acrescido de Tween-20 0,05%) e a peroxidase enddégena
foi bloqueada com solucdo de H,0O, 0,3% em metanol por 30 minutos. Em seguida,
os pocos foram lavados e os sitios inespecificos foram bloqueados com 5% (v/v)
leite desnatado em PBS por 1 hora. Os anticorpos primarios contra COX-2 e PGE2
foram diluidos em 1% (v/v) de leite desnatado em PBS na proporcao de 1:10000 e
incubados separadamente com as amostras por 12 horas a 4°C. Apo6s 7 lavagens,
0s pocos foram incubados com o anticorpo secundario diluido em 1% (v/v) de leite
desnatado em PBS, na proporcéo de 1:10000 por 1 hora a temperatura ambiente, e
submetidos a mais 7 lavagens. A marcacao foi revelada com a adicdo do substrato
TMB por 1 hora e interrompida pela adicdo de 50 pL de H,SO4 2 M. Os pocos foram

lidos em comprimento de onda de 450 nm.
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4.5 ENCAPSULACAO DE BTCI EM NANOESTRUTURAS

4.5.1 Deteccéo de agregados de proteina

A presenca de agregados nas amostras de BTCI diluidas em solugdes
aquosas foi determinada por trés métodos diferentes:

a) Espalhamento de luz dindmico: € uma técnica utilizada para medir o
diametro hidrodinamico e a polidispersividade de particulas em suspenséo e analisar
a organizacdo estrutural de proteinas nos estados oligoméricos e de agregacao.
Cada solucdo de BTCI foi transferida para uma cubeta de plastico que,
posteriormente, foi inserida no equipamento Zeta Plus para a realizacdo da leitura a
temperatura ambiente. Os dados obtidos foram calculados pelo software Zeta Plus a
partir da relacéo entre o sinal da intensidade da luz espalhada e a porcentagem de
massa da amostra em solugao.

b) Espectrofotometria: 0 aumento na absorbancia de uma solugcdo de
proteinas indica a formacao de agregados (ZHANG et al., 2009). Amostras de BTCI
(200 pL) foram transferidas para uma placa de 96 pocos e as absorbéancias foram
lidas a 600 nm. Solu¢cdes aquosas sem a adicdo de BTCI foram utilizadas como
referéncia.

c) Microscopia de contraste de fase: a presenca de agregados de dimensdes
iguais ou maiores que 200 nm podem ser observados por microscopia de contraste
de fase. Amostras de BTCI (200 uL) foram transferidas para uma placa de 96 pocos

e observadas em diferentes aumentos em microscopio de contraste de fase.
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4.5.2 Encapsulagédo do BTCI em micelas de PEG-PE

Aliquotas de PEG-PE (1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-
[methoxy(polyethylene glycol), com massa molecular da cadeia de PEG variando de
750 a 5000 Da, foram retiradas de solucéo estoque em cloroférmio, transferidas para
um baldo e evaporadas em rotaevaporador até a formacdo de um filme lipidico
homogéneo. Para remover resquicios de cloroférmio, o filme lipidico foi submetido a
liofilizag&o por 2 horas. Para a obtencao de micelas, o filme lipidico foi hidratado com
PBS (pH 7,4) e agitado em vortex até a total dissolu¢gdo do mesmo. BTCI foi diluido
em solucao de PEG-PE em diferentes concentracdes, agitado em vértex e mantido a

temperatura ambiente por 2 horas.

4.5.3 Encapsulacédo do BTCIl em micelas de PEG-PE carregadas positivamente
Micelas de PEGy7s5o-PE carregadas positivamente foram obtidas com a adicao
do peptideo TAT a sua superficie. O peptidio TAT-Cys (Cys-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-
Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg; massa molecular de 1663 Da) foi sintetizado e purificado
pela Tufts University Core Facility (Boston, EUA). TAT-Cys foi conjugado a
moléculas de PEG-1000-PE como descrito a seguir. Aproximadamente, um excesso
de 1,5 vezes (razdo molar) de NHS-PEGippo-maleimide foi adicionado ao fosfolipidio
DOPE em cloroformio e agitados a temperatura ambiente por 2 horas com um
excesso de 3 vezes (razdo molar) de trietilamina. Um excesso de 2 vezes (razao
molar) de TAT-Cys foi adicionado e a suspensao ficou sob agitacdo por mais 1 hora.
O cloroférmio foi posteriormente evaporado em rotaevaporador e liofilizado. O filme
lipidico foi hidratado com HCI 1 mM, e a separacdo de TAT-Cys ndo conjugado foi
feita por cromatografia de exclusdo molecular em coluna (25 x 500 mm) com resina

Sepharose CL-4B e fluxo de 0,5 mL/min. As fracdes coletadas foram monitoradas

49



por cromatografia em camada delgada (fase movel de cloroférmio/metanol, 80:20%
v/v) e visualizadas com reagente de Dragendorff (para detec¢cdo de PEG) ou &cido
fosfomolibdico (para deteccéo de lipidios). Para confirmar a conjugacéo de PEG-1000-
PE com TAT-Cys, as amostras foram analisadas por HPLC de fase reversa em
coluna Cig (250 x 4,6 mm) com fluxo de 1 mL/minuto e gradiente linear de
acetonitrila variando de 5 a 95% por 30 minutos. As fracbes contendo o conjugado
de interesse foram liofilizadas, dissolvidas em cloroférmio para a concentracao de 2
mg/mL e estocadas a - 80°C. Micelas carregadas positivamente foram entdo
formuladas na propor¢cdo PEG7s50-PE / TAT-PEG1000-PE 97,5 : 2,5% (raz&o molar) e

preparadas como descrito no item 4.5.2.

4.5.4 Encapsulagéo do BTCl em imunomicelas de PEG-PE

Imunomicelas de PEGyu-PE foram obtidas com a adicdo do anticorpo
monoclonal 2C5 a sua superficie. Ele é capaz de reconhecer nucleossomos
associados a membrana de células tumorais de diversas origens, dentre elas MCF-7
e 4T1 (ELBAYOUMI et al., 2007). A producédo e purificacdo do anticorpo foram
realizadas pela empresa Harlan Bioproducts (Indiannapolis, EUA). O anticorpo 2C5
foi conjugado ao copolimero pNP-PEGa400-PE como descrito a seguir.
Primeiramente, pNP-PEGa400-PE foi sintetizado. Um excesso de 10 vezes (razdo
molar) de pNP-PEG3400-pNP foi adicionado a moléculas de DOPE em cloroférmio na
presenca de um excesso de 3 vezes (razdo molar) de trietilamina por 12 horas a
temperatura ambiente. Cloroformio foi posteriormente evaporado em rotaevaporador
e liofilizado. O filme lipidico foi hidratado com HCI 1 mM, e a separacdo de pNP-
PEGa3400-pNP néo conjugado foi feita por cromatografia de exclusdo molecular em

coluna (25 x 500 mm) com resina Sepharose CL-4B (Sigma, EUA) e fluxo de 0,5
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mL/min. As fragbes coletadas foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada (fase movel de cloroférmio/metanol, 80:20% v/v) e visualizadas com
reagente de Dragendorff (para detec¢cdo de PEG) ou acido fosfomolibdico (para
deteccdo de lipidios). As fragcBes contendo o conjugado de interesse foram
liofilizadas, dissolvidas em cloroférmio para a concentracdo de 2 mg/mL e estocadas
a - 80°C.

Em seguida, apos a formacdo de um filme lipidico, pNP-PEGz400-PE foi
hidratado para a concentracdo de 10 mg/mL com solucdo de 5 mM citrato de sddio,
150 mM NacCl, pH 5. As micelas de pNP-PEG3400-PE foram entéo adicionadas a um
mesmo volume de solucdo de 2C5 ou IgG (1Img/mL) em tampéo fosfato
(NaHPO,4.7H,O 100 mM; NaH,PO4 0,8 mM, pH 9). A mistura foi incubada por 24
horas a 4°C sob agitacdo. A mistura foi adicionada a solucdo de PEGp00-PE em
PBS (pH 7,4), na proporcéo de PEGpp0-PE / 2C5-PEGg3400-PE 95 : 5% (raz&o molar)
e incubada por 24 horas a 4°C sob agitacdo. O excesso de 2C5 néo conjugado foi
removido por dialise em membrana com limite de exclusdo de 300 kDa por 12 horas
a4°C.

A atividade imunolégica do anticorpo 2C5 na superficie das micelas foi
avaliada por ELISA. O fundo de placas de 96 pocos foram recobertas com 50 pL de
solucéo de poli-L-lisina (40 pg/mL), preparada em TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM,
pH 7,4), por 1 hora a 4°C. O excesso de poli-L-lisina foi descartado e 200 pL de
TBST-Cas (TBS, Tween-20 0,05%, caseina 2 mg/mL) foram adicionados por 1 hora
para prevenir ligacdes inespecificas. Os pocos foram lavados trés vezes com TBST
e 50 puL de nucleohistonas (40 ug/mL), preparados em TBST-Cas, foram incubados
por 1 hora. Os pocos foram lavados trés vezes com TBST, e 50 pL de 2C5-micelas a

5 pug/mL, preparadas em TBST-Cas, foram adicionados em cada poc¢o em diluicdo
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seriada e incubados por 1 hora. Apds cinco lavagens com TBST, o anticorpo
secundario anti-mouse IgG peroxidase, diluido em TBST-Cas na proporcao de 1:
5000, foi adicionado aos pocos e incubado por 1 hora. Os pocgos foram lavados 7
vezes com TBST, e a marcagéao foi revelada com a adi¢cao do substrato TMB por 15

minutos e lida em comprimento de onda de 620 nm.

4.5.5 Encapsulagcéo do BTCI em lipossomos

Aliquotas de estoque de lipidios em cloroformio foram transferidas em
propor¢des variadas para um baléo volumétrico e submetidos, independentemente,
a 5 métodos de preparacdo diferentes. Diferentes propor¢cdes e combinacdes dos
lipidios fosfatidilcolina de ovo, colesterol e DOTAP (fosfolipidio catiénico) foram

utilizados.

4.5.5.1 Método de hidratagéo do filme lipidico (HFL)

Esse método consiste na dispersdo dos lipidios em um solvente organico, o
qual posteriormente € evaporado até a formacdo de um filme lipidico. Ao serem
hidratados com solucdo aquosa contendo a proteina a ser encapsulada, os lipidios
se auto-organizam e formam vesiculas multilamelares heterogéneas (VMLs), da
ordem de micrémetros, envolvendo parte do solvente adicionado entre as lamelas e
em sua regiao central (SZOKA et al., 1980; GREGORIADIS, 2006). Para reduzir o
tamanho dessas vesiculas de micrometros (multilamelares) para nandémetros
(unilamelares na faixa de 100 a 500 nm), elas podem ser submetidas ao processo
de extrusdo, 0 qual consiste na passagem dessas particulas por membranas com
poros de tamanhos definidos, resultando em uma populacdo homogénea de

vesiculas unilamelares. Alternativamente, a redugcédo do tamanho de MVLs pode ser
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feita pelo método de sonicacdo, que consiste na mistura de uma suspenséao lipidica
submetida a tratamento com ultra-som. A pressdo induzida pelo equipamento é
suficiente para romper as MVLs resultando na formacdo de uma populacdo
heterogénea de vesiculas unilamelares e MVLs na faixa nanométrica (LAPINSKI et
al., 2007).

Apds o processo de rotaevaporagdo (15 minutos a 35°C), o filme lipidico foi
liofilizado por 2 horas para a remocdo completa do solvente e, em seguida, foi
hidratado com PBS (pH 7,4) contendo 200 uM de BTCI. A suspenséao foi agitada em
vortex até a completa dispersdo do filme lipidico e submetida ao processo de
sonicacdo em gelo (4 ciclos de 2 minutos com repouso de 1 minuto a cada ciclo) ou

de extrusao (11 passagens por membrana de policarbonato com poros de 200 nm).

4.5.5.2 Método de remocdao de detergente

Esse método consiste na mistura de detergentes e lipidios em solucéo
aquosa, contendo proteina a ser encapsulada, seguida da remoc¢do gradual dos
detergentes favorecendo a formacao de lipossomos unilamelares (SZOKA et al.,
1980; GREGORIADIS, 2006).

ApGs processo de rotaevaporagdo (15 minutos a 35°C), o filme lipidico foi
liofilizado por 2 horas para a remocdo completa do solvente. Em seguida, o filme
lipidico foi hidratado com PBS (pH 7,4) contendo 200 uM de BTCI e diferentes
proporcdes do detergente n-Octylglucoside. A suspenséao foi agitada em vértex até a
completa dispersdo do filme lipidico e submetida ao processo de extrusdo (11

passagens por membrana de policarbonato com poros de 200 nm).
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4.5.5.3 Método de evaporacdo de fase reversa (REV)

O método REV consiste na formag¢do de uma emulsdo entre solu¢do aquosa
contendo proteinas e excesso de solventes organicos (éter isopropilico e
cloroférmio, por exemplo). Em seguida, os solventes organicos sdo gradualmente
removidos por evaporacao e favorecem a formacao de lipossomos unilamelares com
compartimento aquoso maior, comparado aos outros métodos (SZOKA et al., 1980;

GREGORIADIS, 2006).

O protocolo de evaporacdo de fase reversa foi elaborado com base em
metodologia previamente descrita (ZHU et al., 2009 a). Uma solucdo de BTCI (200
UM) em PBS diluido 10 vezes foi adicionada a uma mistura de solventes organicos
na proporcao de 1:3, v/iv. A composicao da mistura de solventes organicos consistiu
em lipidios dissolvidos em cloroférmio / éter isopropilico (4:3, v/iv). A mistura foi
submetida a sonicacdo constante em gelo por 4 minutos até a formacdo de uma
emulsdo homogénea. Uma dispersdo aquosa de lipossomos foi formada apos a

remocao dos solventes organicos por rotaevaporagao a 38°C por 1 hora.

4.5.5.4 Método de congelamento e descongelamento (F/ T)

O método F/T consiste em diversos ciclos rapidos de congelamento e
descongelamento, onde particulas de gelo formadas a cada ciclo, rompem as VMLs
resultando em lipossomos unilamelares (SZOKA et al., 1980; GREGORIADIS,
2006). Apds o processo de rotaevaporacao (15 minutos a 35 °C), o filme lipidico foi
liofilizado por 2 horas para a remocdo completa do solvente e, em seguida, foi

hidratado com PBS (pH 7,4) contendo 200 uM de BTCI. A suspenséo foi agitada em
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vortex até a completa dispersao do filme lipidico. Em seguida, 10 ciclos entre banho-

maria a 40°C (3 minutos) e nitrogénio liquido (1 minuto) foram realizados.

4.5.5.5 Método de desidratacao e reidratacdo (DRV)

Esse método consiste na ruptura de lipossomos unilamelares vazios, durante
0 processo de congelamento e liofilizacdo, na presenca do composto a ser
encapsulado. Em seguida, os lipossomos encapsulam o composto de interesse e
recuperam sua integridade a medida que sao reidratados gradativamente. A adicao
de acuUcares nas amostras previne a fusdo dos lipossomos e 0s mantém com
tamanhos na ordem de nanémetros (KIRBY et al., 1984; GREGORIADIS et al.,
1999).

O protocolo de DRV foi estabelecido baseado em metodologia previamente
descrita (GREGORIADIS et al., 1999). Apés processo de rotaevaporacdo (15
minutos a 35 °C), o filme lipidico foi liofilizado por 2 horas para a remogdo completa
do solvente. Em seguida, o filme lipidico foi hidratado com PBS diluido 10 vezes,
agitado em vortex até a completa dispersdo do mesmo e submetido a extrusdo (11
passagens por membrana de policarbonato com poros de 200 nm) para a obtencao
de lipossomos unilamelares. Uma solucédo de maltose contendo 200 uM de BTCI foi
adicionada a suspensdao de lipossomos, na propor¢éo de 3:1 de agucar : lipidio (p/p).
A mistura foi congelada e, finalmente liofilizada por 12 horas. Os lipossomos foram
reidratados com agua deionizada (correspondendo a um 1/10 do volume inicial da
suspensdao), agitados em vortex e incubados por 1 hora a temperatura ambiente. Em

seguida, PBS foi acrescentado para restaurar o volume inicial da suspensao.
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4.5.6 Modificacéo da superficie de lipossomos

Lipossomos catidnicos foram obtidos com a adicdo do fosfolipidio 1,2-
dioleoyl-3-trimethylammonium-propane (DOTAP), em diferentes proporc¢des, na
composicédo lipossomal. Lipossomos com transferrina conjugada em sua superficie
foram obtidos como descritos a seguir. Primeiramente, transferrina liofilizada foi
diluida (na propor¢éo de 2:1 razdo molar), em solucao de copolimero pNP-PEGzp00-
PE preparada em tampao fosfato (Na;HPO,4.7H,O 100 mM; NaH,PO4 0,8 mM, pH
8,5) e incubada sob agitacdo por 12 horas a temperatura ambiente. Em seguida, o
excesso de transferrina ndo conjugada foi removida por dialise em membrana com
limite de exclusdo de 300 kDa por 3 horas a 4 °C. A quantidade de transferrina
conjugada foi determinada por kit de Bradford segundo instru¢cées do fabricante. A
adicao de transferrina conjugada a PEG00-PE (Tf-PE) na superficie de lipossomos
foi feita pelo método de pos-inser¢cdo com micelas (ALLEN et al., 2002), por meio da
incubacéao de disperséo de micelas de Tf-PE (proporgdes de 0,25 a 2% razao molar)

com lipossomos por 12 horas sob agitagéo a 4 °C.

4.6 CARACTERIZAC}AO DAS NANOESTRUTURAS

Para a caracterizagdo das micelas, o diametro hidrodindmico e o potencial
zeta foram determinados (item 4.6.1). Para a caracterizacdo dos lipossomos, além
da avaliacdo do diametro hidrodinamico e o potencial zeta, parametros referentes a
concentracdo de lipidios, porcentagem de encapsulacdo, atividade inibitéria e

estabilidade também foram analisados.
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4.6.1 Diametro hidrodindmico e potencial zeta

O diametro hidrodinamico e o potenial zeta das nanoestruturas contendo
BTCI foram determinados. As amostras foram diluidas 10 vezes em agua deionizada
e lidas utilizando o equipamento Zeta Plus. Os dados de diametro hidrodinamico
obtidos foram calculados pelo software Zeta Plus a partir relacdo entre o sinal da
intensidade da luz espalhada e a porcentagem de massa da amostra em solucao.
4.6.2 Dosagem de lipidios

Para quantificar a concentracdo de lipidios, a metodologia de STEWART
(1980) ou o kit Phospholipid C foram utilizados. Para a metodologia de STEWART,
200 pL da suspensdo de nanoestruturas foram evaporados a 90°C para a remocgao
da agua. Apoés a adicdo de 2 mL de cloroférmio aos lipidios secos, 2 mL da solugéo
de tiocianato férrico (27,03 g FeCl3;.6H,0; 30,4 g NH4SCN; &gua destilada em
guantidade suficiente para 1 L) foram adicionados as amostras. As mesmas foram
agitadas em vértex por 2 minutos e a fase inferior foi analisada em
espectrofotometro em comprimento de onda de 490 nm.

Para o kit Phospholipid C, as nanoestruturas foram diluidas 40 vezes em
solugcéo de detergente CHAPS 1% (v/v) e 20 pL foram transferidos para uma placa
de 96 pocos. Em seguida, 80 pL do reagente de revelacdo foram adicionados em
cada poco e a placa foi incubada por 15 minutos a 37°C. A absorbancia das

amostras foi determinada em comprimento de onda de 600 nm.

4.6.3 Determinacao da porcentagem de encapsulagéo
Para a determinagcdo da porcentagem de encapsulacdo do BTCI em
lipossomos € importante separar proteinas encapsuladas de proteinas nao-

encapsuladas. Para isso, diferentes métodos de separacao foram testados.
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4.6.3.1 Filtracéo / Centrifugacao

Os lipossomos foram aplicados na porgéo superior do filtro Microcon (limite de
exclusao de 100 kDa), e a suspensao foi centrifugada a 10000 g por 3 ciclos de 15
minutos a 4 °C. A cada ciclo, 350 uL de PBS foi adicionado a porgdo superior do
filtro para lavar os lipossomos e otimizar a remoc¢ao de BTCI ndo-encapsulado. Apos
a centrifugacao, volumes da porcao superior (lipossomos) e inferior do filtro foram

armazenados separadamente a 4°C.

4.6.3.2 Didlise

Os lipossomos foram transferidos para membranas de diélise (com limite de
exclusdo de 300 kDa) e dialisados sob agitagdo em PBS por 12 horas a 4°C.
Durante esse periodo, o PBS foi trocado a cada 6 horas. Para lipossomos
preparados pelo método de "remocao de detergente" (item 4.5.5.2), as amostras
foram dialisadas nas mesmas condi¢cdes acima por 36 horas, com troca de PBS a

cada 4 horas.

4.6.3.3 Cromatografia de exclusdo molecular

Os lipossomos foram aplicados em uma coluna cilindrica (2,7 X 40 cm)
contendo a resina Sepharose CL-4B equilibrada com PBS (pH 7,4). Um fluxo de 0,5

mL/minuto foi aplicado e fragdes de 1 mL foram coletadas.

Apés a separacdo de BTCI n&o-encapsulado, a concentracdo de BTCI
encapsulado foi determinada pela metodologia de Lowry (WALKER, 1996).

Quinhentos microlitros da solugdo A (20 g Na,COg3; 4 g NaOH; 1,6 g tartarato de
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sodio e potéssio; 10 g SDS; 4gua destilada em quantidade suficiente para 1 L) :
solucdo B (4 g CuS0O,4.5H,0; agua destilada em quantidade suficiente para 100 mL),
na proporgéo de 100 : 1 (v/v), foram incubados com 100 pL de solucéo contendo 40
pL de lipossomos, 20 uL agua deionizada, 20 pL Triton X-100 5% e 20 pL CHAPS
5%. Em seguida, 100 pL de solugéo de Folin foram adicionados a cada amostra,
agitados em vértex e incubados por 2 horas a 37°C na auséncia de luz.
Posteriormente, as amostras foram analisadas em espectrofotometro em
comprimento de onda de 730 nm e a porcentagem de encapsulacéo foi determinada

de acordo com a seguinte férmula:

Porcentagem de encapsulagéo (%) = [Proteinas encapsuladas (mg) * 100]

Proteinas totais (mg)

4.6.4 Atividade inibitéria de BTCI apds encapsulagdo em lipossomos

Para verificar se a atividade inibitéria do BTCI foi mantida apés os métodos de
encapsulacédo e separacao de BTCI ndo-encapsulado, a suspensao de lipossomos
foi incubada com Triton X-100 0,25% por 30 minutos a 37°C, para romper as
nanoestruturas e tornar a proteina encapsulada mais acessivel. Triton X-100 nao foi
utilizado na determinacdo da presenca de BTCI na superficie dos lipossomos. Em
seguida, um ensaio de atividade inibitoria especifica para tripsina e quimotripsina foi
realizado como descrito abaixo.

Tripsina: a tripsina foi dissolvida em solucdo HCI 1 mM para a concentragao
final de 64 pg/mL. Seu respectivo substrato sintético (Na-Benzoyl-DL-arginine 4-
nitroanilide hydrochloride — BAPNA) foi dissolvido em 500 pL de dimetilsulfoxido

(DMSO) e 500 pL de tampéao de ensaio para tripsina (Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM,
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pH 8,2) para a concentracéo final de 430 pg/mL. Quarenta pL de lipossomos (com
ou sem Triton X-100) foram dissolvidos em tamp&o de ensaio para tripsina,
incubados com 40 pL de tripsina por 15 minutos a 37°C, em placas de 96 pogos. Em
seguida, 200 pL de substrato foram adicionados a solugéo anterior e a mistura foi
incubada por 30 minutos a 37°C. Trinta puL de acido acético 30% foram utilizados
para parar a reacdo. A absorbancia de cada amostra foi determinada em

comprimento de onda de 405 nm.

Quimotripsina: a quimotripsina foi dissolvida em solu¢cdo HCI 1 mM para a
concentracéo final de 630 pg/mL. Seu respectivo substrato sintético (N - glutaryl - L -
phenylalanine - p - nitroanilide - GPNA) foi dissolvido em 500 pL de DMSO e 500 pL
de tampéo de ensaio para quimotripsina (Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM, pH 7,6) até
a concentracao final de 400 pug/mL. Quarenta pL de lipossomos (com ou sem Triton
X-100) foram dissolvidos em tampéo de ensaio para quimotripsina e incubados com
40 pL de quimotripsina por 15 minutos a 37°C em placa de 96 pocos. Em seguida,
200 pL de substrato foram adicionados a solucdo anterior e a mistura foi incubada
por 30 minutos a 37°C. Trinta pL de éacido acético 30% foram utilizados para
interromper a reacdo. A absorbancia de cada amostra foi determinada em

comprimento de onda de 405 nm.

4.6.5 Estabilidade

Apos a producao dos lipossomos, aliquotas de cada amostra foram estocadas
a 4 °C e analisadas a cada 15 dias (por um periodo total de 30 dias) quanto a
formacéo de cremagem ou precipitados; e quanto ao diametro hidrodinamico e ao

potencial zeta.
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4.7 EFEITOS DO BTCI NA VIABILIDADE DE CELULAS DE CANCER DE MAMA,

IN VITRO.

4.7.1 Linhagens Celulares

As linhagens celulares de cancer de mama utilizadas nesse estudo foram as
MCF-7 (humano) e 4T1 (murino). A linhagem de céncer de colo do Utero Hela
(humano) também foi utilizada em alguns ensaios. As células MCF-7 e Hela foram
obtidas do banco de células American Type Culture Collection (ATCC). A linhagem
4T1 foi cedida pela Dr* Suzanne Ostrand-Rosenberg da Universidade de Maryland,

EUA.

4.7.2 Manutencdo da cultura de células

Todos os procedimentos foram realizados com materiais esterelizados e em
camara de fluxo laminar, cuja luz ultravioleta permaneceu ligada por 30 a 40 minutos
antes do uso. Aliquotas de células de cancer foram removidas do estoque, em
nitrogénio liquido, e descongeladas rapidamente a 37°C. Quinhentos uL das
aliquotas foram lentamente adicionados em 3 mL de meio de cultura DMEM
completo (tamponado com bicarbonato de sodio, suplementado com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibidtico). Esse meio de cultura foi utilizado em todos os
outros procedimentos experimentais. Em seguida, as células foram centrifugadas a
750 g por 5 minutos, ressuspensas em 5 mL de meio de cultura DMEM, transferidas
para um frasco de cultura de células e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,.
Para assegurar a qualidade das células a serem utilizadas nos experimentos, a cada
48 horas o0 meio de cultura foi substituido por um meio de cultura novo. A cultura de

células foi observada em microscopio de luz invertido e monitorada quanto ao
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crescimento celular, caracteristicas morfolégicas e presenca de contaminantes. Ao
atingir o estagio de confluéncia (elevada densidade de células em uma determinada
area) as células foram removidas do frasco de cultura e recultivadas em uma
densidade menor seguindo o procedimento descrito a seguir.

O meio de cultura foi descartado e 2 mL de soluc¢do de tripsina-EDTA foram
adicionados ao frasco de cultura para a remog¢ao da monocamada de células. Apos
2 minutos de incubac&o em estufa a 37°C, a remocao das células foi observada em
microscopio de luz invertido. Em seguida, foram acrescentados 2 mL de meio de
cultura para inativar a atividade da tripsina. A suspenséao de células foi centrifugada
a 750 g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e as células ressuspensas em
meio de cultura. Aproximadamente, 10% das células foram recultivadas em frascos
de cultura e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,. O restante foi utilizado em
experimentos ou recebeu a adi¢cdo de hipoclorito de sédio e detergente e, apos 24
horas foram descartados.

ApOs a primeira tripsinizacdo, as células de cancer foram congeladas de
acordo com o procedimento descrito a seguir. No estagio de confluéncia, as células
foram removidas dos frascos de cultura e centrifugadas (como descrito acima). Apés
o0 descarte do meio de cultura, as células foram ressuspensas em meio de
congelamento (soro fetal bovino, 5% de DMSO). A suspensdo celular foi
rapidamente transferida para criotubos, os quais foram identificados e envolvidos por
uma espessa camada de papel toalha e mantidos a — 80°C por 24 horas. Em

seguida, os criotubos foram estocados imersos em nitrogénio liquido.
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4.7.3 Tratamento das células de cancer com BTCI livre ou encapsulado em
nanoestruturas

Ao atingir o estagio de confluéncia, as células de cancer foram removidas do
frasco de cultura e centrifugadas, como descrito no item 4.7.2. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas em 1 mL de meio de cultura completo. Para a
determinacdo do numero de células, 10 pL da suspensédo de células foi adicionado a
40 pL de solucdo de azul tripan (0,4%, p/v, diluidos em PBS). Oito pL dessa mistura
foram depositados gentiimente em uma camara de Neubauer, onde células
presentes nos quatro quadrantes maiores laterais foram contadas em microscépio
de luz. O numero de células foi determinado pela seguinte formula:

Numero de células/ mL = MNumero de celulas contadas x fator de diluicdo (=5) x 10°

Numero de quadrantes contados (=4)

As células contadas foram transferidas para placas de cultura e incubadas em
estufa a 37°C e 5% de CO; por 12 a 16 horas para a completa adesdo das células
no fundo da placa. O tipo de placa de cultura e o nimero de células/poco variaram
de acordo com o experimento realizado. Em seguida, as células foram incubadas
com BTCI livre, encapsulado em micelas ou em lipossomos, como descrito nos itens

a sequir.

4.7.4 Interacdo de nanoestruturas com células de cancer

A interacdo (adeséo / internalizagéo) de nanoestruturas com células tumorais
foi avaliada por citometria de fluxo e por microscopia confocal. Para a deteccdo das
nanoestruturas por essas técnicas, 1% (razdo molar) do marcador fluorescente
Rodamina-PE foi adicionado a composi¢cdo das micelas ou dos lipossomos. O BTCI

foi marcado com a sonda fluorescente NHS-Rodamine (Fisher, EUA) segundo
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instru¢des do fabricante. Resumidamente, amostras de BTCI foram diluidas em PBS
para a concentracdo final de 2 mg/mL. Um excesso de 5M de NHS-Rodamine foi
adicionado a solugdo de BTCI e a mistura foi incubada por 1 hora sob agitacdo a
temperatura ambiente. Em seguida, rodamina n&o-conjugada foi removida por
didlise (limite de exclusdo de 2000 Da) em PBS, por 48 horas sob agitagdo a 4°C,

com trocas sucessivas a cada 6 horas.

4.7.4.1 Citometria de Fluxo

Células tumorais foram transferidas para placa de 12 po¢os na concentragdo
de 5 x 10* células/poco e incubadas a 37°C como descrito no item 4.7.3. As células
foram tratadas com 0,1 mM micelas de PEG-PE ou 0,4 mg/mL de lipossomos em
meio de cultura DMEM, com ou sem 10% soro fetal bovino, por 6 horas 37°C. O
meio de cultura foi entdo descartado e as células lavadas duas vezes com meio de
cultura sem soro. As células foram removidas dos pocos com a adicdo de 500 uL de
solugdo de tripsina-EDTA e incubacgédo a 37°C por 2 minutos. A tripsina foi bloqueada
com a adicdo do mesmo volume de meio de cultura DMEM com 10% soro fetal
bovino. A suspensédo (meio de cultura, tripsina e células) foi centrifugada a 750 g por
5 minutos, e as células ressuspensas em 100 uL de PBS gelado. As células foram
avaliadas em citometro de fluxo no canal FL2-H (sensivel a detec¢cbes na faixa de
560 a 580 nm). Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa CellQuest
3.0.1 (Becton & Dickinson, EUA). O numero de eventos lidos pelo equipamento foi
de 10000 por amostra.

O papel da transferrina (conjugada a superficie de lipossomos) na interacao
com as células tumorais, foi avaliado por ensaio de competicdo com receptores de

transferrina. As células foram pré-tratadas com 1 mg/mL de transferrina livre em
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meio de cultura sem soro por 30 minutos a 37°C. Em seguida, as nanoestruturas
foram adicionadas e incubadas por mais 6 horas a 37°C. As células foram removidas
da placa de cultura e processadas como descrito no paragrafo acima. Para avaliar a
propor¢do de nanoestruturas internalizadas, as células ja tratadas e removidas da
placa de cultura foram incubadas com solucdo de azul tripan na proporgéo de 1:4

(v/v) por 5 minutos antes da leitura no citometro de fluxo.

4.7.4.2 Microscopia Confocal

A microscopia confocal foi utilizada para visualizar a internalizacdo e a
localizacdo dos lipossomos / BTCI na célula tumoral. Dentro de capela de fluxo
laminar, laminulas de vidro (30 x 30 mm) foram mergulhadas em alcool 90% por 15
minutos e esterilizadas em bico de Bunsen até a completa evaporacdo do alcool.
Apbs serem resfriadas, as laminulas foram depositadas em placas de 6 pocos.
Duzentos e cinquenta microlitros de células tumorais (10* células) foram depositadas
cuidadosamente sobre as laminulas e incubadas por 20 minutos a 37°C. Em
seguida, 1 mL de meio de cultura foi adicionado em cada poco e as células foram
incubadas por mais 12 horas a 37°C. As células foram tratadas com 0,4 mg/mL de
lipossomos em meio de cultura sem soro, por 9 horas a 37°C, lavadas duas vezes
com meio de cultura sem soro e fixadas em 4% paraformaldeido, preparado em
PBS, por 15 minutos.

A co-localizacdo dos lipossomos / BTCI com lisossomos, foi observada em
células imunomarcadas contra o antigeno LAMP-2 (especifico para lisossomos). As
células foram lavadas duas vezes com PBS-BSA 1% (v/v) e permeabilizadas por 10
minutos com saponina 0,2% (v/v), preparada em PBS-BSA 1% (v/v). Para o bloqueio

de sitios inespecificos, as células foram lavadas duas vezes com PBS-BSA 1% e
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incubadas por 30 minutos com PBS-BSA 1%. O anticorpo primério anti-LAMP2 foi
diluido em PBS-BSA 1% na propor¢cdo de 1:50 (v/v) e incubado por 1 hora a
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com PBS-
BSA 1% e incubadas com o anticorpo secundario anti-mouse IgG conjugado ao
fluoréforo AlexaFluor 488 (propor¢cdo de 1:1000 v/v), por 1 hora a temperatura
ambiente e protegido da luz. Apos duas lavagens em PBS-BSA 1%, as laminulas
foram removidas da placa e montadas em laminas de vidro com meio de montagem
Fluoromount-G. Uma fina camada de esmalte transparente foi depositada nas
bordas das laminulas para melhorar a fixacdo das mesmas a lamina e evitar a
evaporacdo do meio de montagem. As laminas foram entdo examinadas em
microscopio Confocal Zeiss LSM Meta 510. Cerca de 10 imagens, de diferentes
regibes da laminula, foram digitalizadas para cada grupo. As imagens foram
processadas e analisadas utilizando o software gratuito Image J (NIH, EUA). Os
coeficientes de co-localizacdo de Pearson e de Manson (ZHU et al., 2009 b) foram
calculados pelo software e utilizados para determinar a co-localizagdo dos

lipossomos / BTCI com lisossomos.

4.7.5 Viabilidade Celular

A citotoxicidade em células tumorais do BTCI livre, encapsulado em micelas
ou em lipossomos, foi avaliada pelo ensaio do MTT (MOSMANN, 1983). Em células
viaveis, enzimas mitocondriais, como a succinildesidrogenase, reduzem o substrato
MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-45 diphenyltetrazolium bromide) formando
formazan, um produto de cor azulada. Dessa forma, a quantificacdo da producao de
formazan por células submetidas a determinado tratamento esta correlacionada com

sua viabilidade.
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As células foram cultivadas em placas de 96 pocos (5 x 10° células/poco) na
presenca ou auséncia de diferentes concentracdes de BTCI, micelas ou lipossomos
por 6 a 72 horas a 37°C e 5% de CO,. Para esse ensaio, as amostras foram
esterilizadas por filtragdo em membrana com poros de 0,45 um. ApGs o periodo de
incubacgéo, o meio de cultura foi removido e 15 pL de solugédo de MTT (5 mg/mL em
PBS) foram acrescentados a 135 pL de um novo meio de cultura e incubados com
as células por trés a quatro horas a 37 °C e 5% de CO,. Em seguida, a solucédo de
MTT foi removida, 100 pL de DMSO foram adicionados em cada pogco e a

absorbancia da solucéo resultante foi analisada em 595 nm.

4.8 IDENTIFICAC;AO DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM AMOSTRAS DE BTCI
Diferentes amostras de BTCI foram incubadas, na forma livre, com células
tumorais e seus efeitos na viabilidade celular das mesmas foram determinados,
como descrito no item 4.7.5. As amostras foram entdo caracterizadas por
cromatografia de exclusdo molecular e HPLC de fase reversa,; eletroforese em gel
de poliacrilamida; atividade inibitéria; e presenca de acidos graxos como descrito
abaixo. As caracteristicas das amostras foram comparadas entre si no intuito de se

tentar estabelecer uma correlagédo com o perfil de citotoxicidade.

4.8.1 Cromatografia de exclusdo molecular e HPLC em fase reversa

As amostras de BTCI foram aplicadas em coluna de exclusdo molecular
Shodex KW804 (300 x 8 mm). A fase movel utilizada foi PBS (pH 7,4) com fluxo de
0,25 mL/minuto. A eluicdo das amostras foi monitorada a temperatura ambiente, por

leituras de absorbancia no comprimento de onda de 280 nm. Para estimar a massa
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molecular das amostras, um marcador com proteinas de massas moleculares
conhecidas foi aplicado na coluna sob as mesmas condi¢des acima.

Amostras de BTCI foram diluidas em agua deionizada e aplicadas em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa utilizando uma
coluna Cg (250 x 4,6 mm). As amostras foram eluidas por meio da aplicacdo de
gradiente de acetonitrila na proporgao de 0 - 32%, por 5 minutos, e 32 - 37%, por 20
minutos, com fluxo de 1 mL/min. A eluicdo das amostras foi monitorada a
temperatura ambiente, por leituras de absorbancia no comprimento de onda de 216

nm.

4.8.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Amostras de BTCI (60 pg) foram diluidas em agua deionizada e misturadas
em tampéao de amostra para eletroforese contendo 100 mM do agente redutor DTT
(condigbes redutoras). Para analisar as amostras em condigbes nao-redutoras, 0
reagente DTT néo foi incluido no tampao. As amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 16% e a corrida eletroforética foi realizada com voltagem constante de
130 V. O marcador de amostra utilizado continha amostras de massas moleculares
conhecidas variando de 10 a 200 kDa. Apés a corrida, os géis foram fixados e
corados pelo método de precipitacdo com prata com o kit Silver Stain Plus (Bio-Rad,

EUA), segundo instru¢des do fabricante.

4.8.3 Atividade inibitéria e deteccéo de acidos graxos
As amostras de BTCI foram comparadas quanto a atividade inibitéria de
tripsina e quimotripsina, com o método descrito no item 4.6.4, sem a adi¢cao de Triton

X-100.
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A presenca de acidos graxos nas amostras de BTCI foi detectada por método
enzimatico com kit Free Fatty Acid Quantification (BioVision, EUA), segundo

instrugdes do fabricante.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes aos experimentos realizados foram expressos como
média + erro padrdo da média de experimentos independentes realizados em
triplicata. A determinagdo das diferencas estatisticamente significativas entre o0s
grupos nos testes avaliados foi feita por analise de variancia (ANOVA) com teste

estatistico de Sheffé, utilizando-se o software StatView versdo 5.0 (EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Obtencéao de extrato de sementes e de BTCI

A figura 15A mostra o cromatograma obtido no processo de purificagcdo do
inibidor de protease BTCI a partir de extrato de sementes de V. unguiculata (EB). O
cromatograma apresenta picos bem delimitados e pontos ndo dispersos. As fracdes
de interesse do EB foram eluidas entre as fracdes 10 a 80, e o BTCI entre as
fracdes 65 e 80. O rendimento da purificacdo de BTCI foi variavel. A partir de 500 g
de sementes de V. unguiculata, foi possivel obter cerca de 40 a 85 mg de BTCI puro,
0 que corresponde cerca de 8,5% do total de proteinas de cerca de 1 g de extrato.
Apés a dialise e liofilizacdo, as fracdes cromatograficas foram analisadas por
espectrometria de massa (MALDI-TOF/MS). A figura 15B mostra que o BTCI esta

puro e apresenta [M+H]" de 9109 Da.

B [M+H]"
A o 9109
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Figura 15. A) Purificacdo do inibidor de proteases BTCI por cromatografia de troca ibnica (DEAE-celulose)
a partir do extrato obtido de sementes de Vigna unguiculata. Fracdes de 10 a 80: extrato. Fracdes de 65 a
80: BTCI puro. B) Espectro de MALDI-TOF/MS mostra picos de 9109 e 4555 Da correspondentes as
massas do BTCI monocarregado e do BTCI duplamente carregado, respectivamente, e indica que a fracao

cromatografica de BTCI esta pura nessa faixa de massa.
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O EB também foi submetido & HPLC em fase reversa para otimizar o

fracionamento e facilitar o processo de separacéo / caracterizagdo dos componentes

protéicos da amostra (Figura 16). Uma andlise preliminar mostrou que o extrato é

composto por um conjunto de cerca de 10 peptideos / proteinas com massas

moleculares variando entre 4000 a 10000 Da (Figura 17). A identificacdo das

moléculas presentes no extrato estd em andamento e ndo foi o propdsito do

presente estudo.
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Figura 16. Cromatograma do extrato de sementes Vigna unguiculata fracionado por
HPLC em fase reversa em coluna C;g (250 x 10 mm). O gradiente utilizado foi linear:

acetonitrila (5 a 60% em 45 min) e fluxo de 3 mL/min. O monitoramento foi realizado nos

comprimentos de onda de 216 nm (preto) e 280 nm (vermelho).
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Figura 17. Espectros de MALDI-TOF/MS de extrato de sementes de Vigna unguiculata. A) Picos

correspondentes ao conjunto de proteinas com diferentes massas moleculares encontradas no

extrato. As figuras de B a D representam ampliacfes de regides da figura A.

5.2 Tratamento preventivo com BTCI e extrato de sementes contra cancer de

pele ndo-melanoma, in vivo.

Os efeitos preventivos da aplicacdo toépica de BTCI

Ou extrato em

camundongos que receberam a inducdo quimica de cancer de pele ndo-melanoma

foram avaliados apos 15 semanas. Os aspectos macroscopicos da pele do dorso

dos camundongos apos o periodo de tratamento podem ser observados na Figura
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18. Lesdes pré-malignas, caracterizadas por projecdes da pele (papilomas), com
dimensbes maiores e mostrando aspecto ulcerado, encontram-se em maior nimero
no grupo controle. De uma forma geral, os grupos tratados com BTCI ou EB
apresentaram o dorso com aspecto mais semelhante a da pele normal, com a

presenca de apenas algumas lesdes pré-malignas menores (Figura 18).
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Figura 18. Aspectos macroscoépicos da pele do dorso de camundongos
submetidos a inducdo quimica de céncer de pele ndo-melanoma. A)
Camundongos (n=6) ndo receberam inducdo quimica ou tratamento na
pele. B a D) Os camundongos (n=6) receberam indugdo quimica de cancer
de pele ndo-melanoma no dorso e aplicagao tépica por 15 semanas com
solugdo aquosa de agua destilada (B); solugdo aquosa de BTCI (C); ou

extrato (D). —: lesBes pré-malignas. Barra =1 cm.
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Apesar de ndo haver diferenca no periodo de laténcia (aparecimento das

primeiras lesdes),

as taxas de incidéncia de lesbGes pré-malignas foram

aproximadamente 50% menores nos grupos BTCI e EB quando comparadas com o

grupo controle. Nao houve mortalidade em nenhum dos grupos avaliados (Tabela 3).

Tabela 3. Mortalidade, incidéncia, tempo de laténcia e nimero de lesbes

pré-malignas de cancer de pele ndo-melanoma no dorso de camundongos

(n=6) apdés 12 semanas de tratamento com &gua destilada (Controle),

BTCI ou extrato de sementes de Vigna unguiculata (EB).

Controle BTCI EB
Numero de lesées / grupo 12 7 6
Animais com incidéncia de lesdes 5/6 3/6 3/6
Tempo de laténcia (semanas) 4 4 4

Mortalidade

O volume das lesbBes pré-malignas foi reduzido em

animais tratados com

BTCI. O grupo tratado com EB também apresentou reducéo no volume das lesdes

comparado ao grupo controle e ao grupo tratado com o BTCI (Figura 19).

Volume total das lesdes (mm?3)
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Figura 19. Volume total de lesGes pré-malignas de cancer de pele nao-

melanoma. Os camundongos (n=6) receberam indu¢c&o quimica de cancer de

pele ndo-melanoma no dorso e aplicagdo tépica com: agua destilada

(Controle), solucéo aquosa de BTCI ou extrato (EB) por 15 semanas.
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5.2.1 Alteracfes Histopatoldgicas

A andlise histoldgica ressaltou diferencas na morfologia e nas caracteristicas
histopatoldgicas da pele entre os grupos (Figura 20 e Tabela 4). A figura 20A mostra
uma camada de pele delgada (mais externa) depositada sobre uma camada de
tecido adiposo, que, por sua vez, localiza-se sobre uma camada de tecido muscular
esquelético. Essa imagem representa a histologia de um camundongo normal, ou
seja, que nao foi submetido a inducdo quimica de cancer ou a tratamentos com
proteinas. Nesse aumento, a organizacdo histoldégica de animais tratados com EB
assemelha-se ao grupo normal, apresentando apenas um aumento na espessura da
pele. O aumento na espessura e a formacdo de uma pequena projecdo da pele
(leséo pré-maligna conhecida como papiloma) recoberta por uma fina camada de
gueratina é observada no grupo tratado com BTCI. Ja no grupo controle, o qual apés
a inducdo quimica recebeu apenas tratamento com agua destilada, observa-se a
formacéo de um papiloma com alguns pontos de necrose (mais externo), numerosas
reentrancias, dimensdées maiores e camada de queratina mais espessa que as

observadas nos outros grupos (Figura 20D).

Analisando as imagens em um maior aumento (Figuras 21 e 22) foi possivel
observar com mais detalhes as camadas da pele e suas estruturas. De forma geral,
a epiderme normal (camada mais externa da pele) de um camundongo € constituida
por um epitélio simples, com apenas uma, ou pontualmente duas, camadas de
células que estdo apoiadas sobre um tecido conjuntivo (derme) contendo foliculos
pilosos e glandulas sebaceas (Figura 21A). A pele do grupo tratado com EB difere-
se da pele normal por apresentar uma derme mais espessa, epiderme organizada

em 4 a 6 camadas e recoberta com uma fina camada de queratina (Figura 21B). O
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grupo tratado com BTCl apresenta uma camada espessa de queratina
(hiperqueratose) recobrindo a epiderme que sofreu um processo de estratificagéo.
Nesse caso, as células se diferenciaram quanto a morfologia e se organizaram em
camadas: células menores (regido basal préxima & derme); células hipertréficas
(nucleo e citoplasma maiores) na regiao central; e células de coloracdo mais escura
com numerosos granulos de queratina (regido mais externa) (Figura 22C). Além da
estratificacdo da epiderme e de hiperqueratose, o0 grupo que néao recebeu tratamento
apresentou mais alteracdes como: reducdo da coeséo intercelular; figuras mitéticas

e pontos de necrose (Figura 22D).
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Figura 20. Histologia da pele do dorso de camundongos (Prancha 1). A) Camundongos (n=6) nao

receberam inducdo quimica ou tratamento na pele. B a D) Os camundongos (n=6) receberam inducao
quimica de céncer de pele ndo-melanoma no dorso e aplicacdo tépica por 15 semanas com solugéo
aquosa de Extrato bruto (B); solu¢do aquosa de BTCI (C) ou agua destilada (D). Observar projecfes da
pele conhecidas com papilomas nas figuras C e D. * representa pontos de necrose; ki camada de
queratina. Barra =100 pm.
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Figura 21. Histologia da pele do dorso de camundongos (Prancha 2). A) Camundongos (n=6) nao
receberam indugdo quimica ou tratamento na pele. B a D) Os camundongos (n=6) receberam indugéo
guimica de cancer de pele ndo-melanoma no dorso e aplicacdo tépica por 15 semanas com solucao
aquosa de Extrato bruto (B); solucdo aquosa de BTCI (C) ou agua destilada (D). k: camada de queratina;

Se: glandulas sebaceas; F: foliculos pilosos. Barra = 50 pm.
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Figura 22. Histologia da pele do dorso de camundongos (Prancha 3). A) Camundongos (n=6) nao

receberam inducdo quimica ou tratamento na pele. B a D) Os camundongos (n=6) receberam inducao
quimica de céncer de pele ndo-melanoma no dorso e aplicacdo tdpica por 15 semanas com solucdo
aquosa de Extrato bruto (B); solucdo aquosa de BTCI (C) ou agua destilada (D). Observar na figura C a
estratificacdo da epiderme com células de morfologia alterada organizadas em 3 camadas (basal, média e
apical). * representa pontos de necrose; k: camada de queratina; Se: glandulas sebéceas; F: foliculos
pilosos; —»: figuras mitéticas; »: baixa coeséao intercelular. Barra = 20 um.

80



As caracteristicas histopatolégicas dos grupos investigados foram
organizadas na Tabela 4. A frequéncia de alteracbes observadas no grupo tratado
com BTCI e, principalmente no grupo tratado com EB, foi reduzida quando

comparadas com o grupo controle.

Tabela 4. Alteracdes histopatolégicas de lesdes pré-malignas de cancer de pele ndo- melanoma. Apés o
inicio da indu¢é@o quimica de céancer, os camundongos (n=6/grupo) receberam tratamento por 15 semanas

com &gua destilada (Controle), BTCI ou extrato de sementes de Vigna unguiculata (EB).

Controle BTCI EB
Numero de camadas da epiderme 5a12 339 3a5
Diferenciacdo das camadas da epiderme +H+++ +H+++ +4++
Necrose +++ ++ +
Figuras mitdticas +4+4 ++ +
Hiperqueratose (espessamento da camada de queratina) ++++ +++ +4++
Vasos sanguineos +H+++ ++ ++
Desmoplasia (aumento na quantidade de tecido conjuntivo) +H+++ +++ +++
Hiperplasia (nimero de células) +H+++ +4+ ++
Perda de polaridade (arranjo desordenado) +++ ++
Células multinucleadas o+ ++
Eosinofilia T+ T+ +
Acantdlise (diminui¢do da coesdo intercelular) ++++ +++ ++
Infiltrado inflamatdrio ++ 14+ +

Freqiiéncia de caracteristicas: + (rara); ++ (pouca); +++ (média); ++++ (alta); +++++ (abundante)

5.2.2 ELISA e Imunohistoquimica

O modelo de inducéo quimica de cancer de pele ndo-melanoma, utilizando-se
as substancias DMBA/TPA, €& caracterizado pelo aumento na proliferagcdo das
células da epiderme e o aumento na concentracdo de cicloxigenase-2 (COX-2) e,
como consequéncia, de um dos metabdlitos do &cido araquidonico, como a
prostaglandina E2 (PGE2) (DLUGOSZ et al., 2002). Inicialmente, as concentragdes
de COX-2 e PGE2 nos grupos experimentais foram comparadas por meio da técnica

de ELISA (Figura 23). Observou-se uma tendéncia de aumento da COX-2 no grupo
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controle e uma tendéncia na reducao das concentracdes de PGE2 no grupo tratado

com EB. No entanto, essas diferencas nao foram estatisticamente significativas.

COX-2 PGE2

0,007 -
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0,035 | 0,005 1

0,004 ~

0,030 -

Absorbancia (u.a.)
Absorbancia (u.a.)

0,002 ~
0,025 -

0,001 -

0,020 T T | 0,000 T T
Controle BTCI EB Controle BTCI EB

Figura 23. Detecc¢édo de cicloxigenase-2 (COX-2) e prostaglandina E2 (PGE2) por ELISA. Os dados estdo
expressos em unidades de absorbancia e representados como média + erro padrdo. Nenhuma diferenca
estatistica foi observada entre os grupos.

Decidiu-se entédo analisar a presenca de COX-2 e PGE2 em regifes proximas
e no local de lesbBes pré-malignas utilizando-se a técnica de imunohistoquimica
(Figura 24). Nao foi possivel detectar PGE2 nas secc¢des histologicas. A marcagao
para COX-2 foi observada principalmente na periferia citoplasmatica de células da
epiderme. O numero de células positivas para COX-2 foi significativamente menor
para o grupo tratado com BTCI, quando comparado com o controle. A contagem do
namero de células positivas para COX-2 no grupo tratado com EB foi
significativamente reduzida mostrando apenas algumas marcac¢fes na porcao basal

da epiderme (Figura 24).
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Figura 24. Imunohistoquimica para o marcador de cicloxigenase-2 (COX-2). Os camundongos
(n=6) receberam inducéo quimica de cancer de pele ndo-melanoma no dorso e aplicagéo tépica
por 15 semanas com agua destilada (A); solu¢do aquosa de extrato bruto (B) ou solugdo aquosa
de BTCI (C). Marcag®es positivas estdo representadas com a coloracdo marrom. Ba: regido basal
da epiderme; Ap: regido apical da epiderme; ki camada de queratina. Barra = 20 um. D)
Comparacdo do nimero de células positivas entre os grupos. Os dados estdo representados

como média + erro padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,05 comparado com o grupo controle.

83



O marcador de proliferacdo celular Ki-67 foi observado nos nucleos das
células localizadas na epiderme e também em regides da derme proximas as lesbes
pré-malignas (peritumoral). O grupo controle apresentou marcagcdes positivas
intensas em todas as camadas da epiderme. O grupo tratado com BTCI também
mostra marcacdes positivas em células localizadas tanto na camada mais basal
quanto na apical, porém com menor intensidade e frequéncia. Ja o grupo tratado
com EB mostra marcacdes positivas menos frequientes e localizadas principalmente
na regido mais apical da epiderme (Figura 25). A contagem de células positivas para
Ki-67 nas regides peritumorais foi baixa e n&do foi observada diferenga significativa

entre os grupos (Figura 25D).
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Figura 25. Imunohistoquimica para o marcador de proliferacao celular Ki-67. Os camundongos
(n=6) receberam indu¢é@o quimica de cancer de pele ndo-melanoma no dorso e aplicagdo tépica
por 15 semanas com agua destilada (A); solugdo aguosa de extrato bruto (B) ou solugdo aquosa
de BTCI (C). Marcacbes positivas estdo representadas com a coloragdo marrom. Ba: regido basal
da epiderme; Ap: regido apical da epiderme; k: camada de queratina. Barra = 20 um. D)
Comparacdo do nimero de células positivas entre os grupos. Os dados estdo representados
como média + erro padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,05 comparado com o grupo controle.
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5.3 Agregacao e encapsulacdo de BTCI em nanoestruturas

5.3.1 Agregacéao do BTCI

Antes de iniciar os testes de encapsulacdo do BTCI em nanoestruturas,
algumas caracteristicas relacionadas ao processo de agregacdo do BTCI em
diferentes condi¢cdes de concentracdo e pH foram estudadas. A tabela 5 mostra a
alteracdo no diametro hidrodinamico das moléculas de BTCI (200 pM) quando

dispersas em diversas solugdes.

Tabela 5. Diametro hidrodindmico de moléculas de BTCI (200 puM)

diluidas em diferentes solucdes.

Solugdo Diametro hidrodinamico (nm)
Agua deionizada <10 nm
NaCl 0,9 % <10 nm
PBS pH 7,4 <10 nm
Triton X-100 1 % (15 mM) <10 nm
Tampao Acetato pH 4,0 >10 nm
Desoxicolato de Sédio (15 mM) >10 nm

O tamanho tedrico estimado para o eixo maior do mondémero de BTCI € em
torno de 2 nm (SILVA et al., 2005). No entanto, esse diametro aumenta quando o
mesmo é medido em solucdo aquosa, devido a formacédo de camadas de solvatacao
envolvendo a proteina. Nessas condicbes, o tamanho medido recebe a
denominagédo de diametro hidrodindmico. Portanto, nesse experimento, moléculas
de BTCI com diametros hidrodindmicos menores que 10 nm foram considerados
estar nas formas oligoméricas, e os didmetros maiores que 10 nm, na forma

agregada.

Amostras de BTCI dispersas em tampao pH 4 ou na solucdo contendo o

detergente aniénico desoxicolato de sodio apresentaram diametros hidrodinamicos

86



maiores que 10 nm, enquanto que o mesmo nao foi observado nas outras solugdes
avaliadas (Tabela 5). A figura 26 mostra, com mais detalhes, a distribuicdo do
didmetro hidrodindmico da populacdo de BTCI dispersa em solucdes que nao

induziram o processo de agregacao.

= 0,9% NaCl
— PBSpH7.4
— 1% Triton X-100

0.1 . 1 10
Diametro Hidrodindmico (nm)
Figura 26. Diametro hidrodinAmico de moléculas de BTCI

(200 pM) diluidas em diferentes solugdes.

N&o é possivel avaliar com precisdo o diametro hidrodinamico de proteinas
dispersas em solu¢des mais complexas como meio de cultura de células, uma vez
gue outras moléculas presentes no meio podem ser detectadas pelo equipamento e
confundir a interpretacdo dos dados. Nesse caso, a microscopia de luz com
contraste de fase pode ser usada como alternativa possibilitando a observagcao de
agregados de BTCI com didametros iguais ou maiores que 200 nm. A formacao de
agregados de BTCI (200 uM) em meio de cultura DMEM, acrescido ou ndo de soro
fetal bovino, foi comparada (Tabela 6). Observou-se que a agregacao do BTCI no
meio de cultura ocorreu em 24 horas e manteve-se até 72 horas (Ultimo tempo
avaliado). O processo de agregacdo ndo foi observado nas solucdes de agua
deionizada ou PBS, mas ocorreu em DMEM independente da presenca do soro fetal

bovino (Tabela 6).
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Tabela 6. Presenca de agregados de BTCI (200 uM) diluido em diferentes

solucdes. Avaliacéo foi feita em microscopio invertido de contraste de fase.

Presenca de Agregados

24 horas 48 horas 72 horas
DMEM® + 10% SFB® sim sim sim
DMEM?® sim sim sim
PBS pH 7,4 nao nao nao
Agua deionizada nao nao nao

® DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium (meio de cultura).
® SFB: Soro Fetal Bovino.

Outra forma de avaliar agregacdo de macromoléculas ou particulas em
solucéo é pela analise de turbidez (ZHANG et al., 2009). Na concentracédo de 200
UM, a turbidez nas amostras de DMEM, acrescido ou ndo de soro fetal bovino,
aumentou significativamente em relacdo a agua deionizada (Figura 27). Em
contrapartida, na concentracdo de 400 uM, observou-se a formacdo de agregados
em todas as solu¢des avaliadas, inclusive quando BTCI estava disperso em agua
deionizada ou PBS, sugerindo que o processo de agregacdo do BTCI também

ocorre de forma dose-dependente.
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Figura 27. Deteccao de agregados de BTCI diluido em diferentes solugdes.
Diferentes concentrac6es de BTCI foram diluidas e incubadas por 2 horas em
agua deionizada; PBS pH 7,4; meio de cultura (DMEM); ou meio de cultura
com soro fetal bovino (DMEM + 10% SFB). A presenca de agregados foi
indicada pela turbidez das amostras a 600 nm. Os dados estéo representados
como média + erro padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,05 comparado com a 88

respectiva solucdo sem adi¢céo de BTCI.



5.3.2 Associacgédo do BTCI com micelas de PEG-PE

A formacgéo de agregados do BTCI em PBS e em meio de cultura foi avaliada
na presenca de micelas do copolimero PEG2p00-PE. Primeiramente, observou-se que
o0 diametro hidrodindmico de BTCI disperso em PBS contendo diferentes
concentracdes de PEG2p00-PE se manteve em torno de 8 nm, ou seja, se encontrava

em um arranjo oligomérico (Tabela 7).

Tabela 7. Didmetro hidrodindmico de moléculas de BTCI (200 pM) diluidas em

PEG2q00-PE ap6s 2 horas. Os dados estdo representados como média + erro

padrao.
Concentrac¢do de PEG,gp-PE? Didmetro Hidrodindmico (nm)
0,1 mM 8,7+4,5
0,5 mM 8,3+4,1
1,0 mM 7,5+2,3

% SolucBes de PEG,qq0-PE foram preparadas em PBS pH 7,4.

Em seguida, a formacdo de agregados de BTCI em meio de cultura na
presenca de PEG200-PE foi examinada em microscépio de luz (Tabela 8). A partir da
concentracédo de 0,1 mM de PEG2p00-PE, nédo foram observados agregados de BTCI

no meio de cultura.

Tabela 8. Presenca de agregados de BTCI (200 uM) diluido em diferentes concentracdes de
PEG,q00-PE e incubados por 2 horas em tamp&o (PBS pH 7,4) ou meio de cultura (DMEM? +

10% SFBb). Avaliacao foi feita em microscopio invertido de contraste de fase.

Presenga de Agregados

Concentracao de PEG,q0,-PE PBSpH 7.4 DMEM? + 10% SFB®
0,0125 mM Nao Sim
0,100 mM Nao Nao
0,500 mM Nao Nao
1,000 mM Nao Nao

® DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium.
® SFB: Soro Fetal Bovino.
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Para determinar a concentracdo de PEG2o00-PE mais adequada a ser utilizada
nos proximos ensaios, a viabilidade de linhagens de cancer de mama incubadas
com PEG,000-PE, sem a presenca do BTCI, foi avaliada (Figura 28). PEGyg0-PE
reduz a viabilidade de células MCF-7 e 4T1 de maneira dose e tempo- dependente.
As células MCF-7 séo relativamente menos sensiveis ao PEG;p0-PE quando
comparadas com células 4T1. ApOs 72 horas, a viabilidade das células MCF-7 se
manteve em torno de 90% na concentracdo de 12,5 pM de PEG2o00-PE, enquanto
gue nessa mesma concentracdo a viabilidade das células 4T1 estava em torno de

60%.
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Figura 28. Efeito de PEG,o0-PE na viabilidade celular. Células de duas
linhagens de cancer de mama (MCF-7 e 4T1) foram incubadas com
diferentes concentracbes de PEGyqo-PE por 24, 48 e 72 horas. A
viabilidade celular foi determinada por MTT. Os dados estao expressos em
porcentagem e representados como média = erro padrdo. Teste de
Scheffé, * p< 0,001 comparado com o controle.

Devido a toxicidade das moléculas de PEG,p00-PE em concentragbes acima

de 0,0125 mM, decidiu-se avaliar a formacdo de agregados de BTCI em meio de
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cultura com a adicdo de uma outra molécula de PEG-PE que apresenta a porcao
polimérica mais longa, ou seja, a por¢do de PEG com massa molecular de 5000 Da,
ao invés de 2000 Da. BTCI diluido em diferentes concentragbes de PEGsg-PE
apresentou mesmo padrdo de formacgédo de agregados observados para 0 PEG2po0-
PE (Tabela 8), ou seja, agregados de BTCI s6 foram observados em meio de cultura

a partir de concentragdes abaixo de 0,1 mM de PEGs5g0-PE.

A andlise da citotoxicidade de moléculas de PEGspp-PE mostrou que esse
copolimero é menos toxico as células de cancer quando comparado com o PEGzq0-
PE, no entanto, ainda apresenta citotoxicidade apos 48 horas de incubacdo com

concentragdes maiores que 0,025 mM (Figura 29).
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Figura 29. Efeito de PEGsq0-PE na viabilidade celular. Células de duas linhagens de cancer de
mama (MCF-7 e 4T1) foram incubadas com diferentes concentracbes de PEGsy-PE por 24 e 48
horas. A viabilidade celular foi determinada por MTT. Os dados estdo expressos em porcentagem e

representados como média * erro padrao. Teste de Scheffé, * p< 0,001 comparado com o controle.

A concentracdo minima de PEG-PE, seja de massa molecular de 2000 ou

5000 Da, necessaria para que nao ocorra a formacdao de agregados de BTCI em
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meio de cultura é de 0,1 mM. No entanto, essa concentracdo de PEG-PE afeta

significativamente a viabilidade

das células tumorais. Decidiu-se entao testar a toxicidade de ambas as moléculas de

PEG-PE, mantendo a concentracdo de 0,1 mM e reduzindo o tempo de incubacéo

(Figura 30).
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Figura 30. Efeito de PEGyy-PE € PEGsn0-PE na viabilidade celular. Células de duas linhagens de
cancer de mama (MCF-7 e 4T1) foram incubadas com 0,1 mM de PEG,p-PE ou PEGsu-PE por
diferentes tempos: remocdo de PEG-PE apés 3 horas e incubagdo com meio de cultura até completar o
total de 24 ou 48 horas (3 + 21 horas ou 3 + 45 horas); remogdo do PEG-PE ap6s 6 horas e incubacgdo
com meio de cultura até completar o total de 24 ou 48 horas (6+ 18 horas ou 6 + 42 horas). A viabilidade
celular foi determinada por MTT. Os dados estdo expressos em porcentagem e representados como

média + erro padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,001 comparado com o controle. 93



A remocdo de 0,1 mM de PEG-PE (2000 ou 5000) apds 6 horas e a
incubacdo com meio de cultura até completar o total de 24 ou 48 horas néo reduziu
significativamente a viabilidade das linhagens tumorais, quando comparado com a
incubacéao direta de PEG-PE por 24 ou 48 horas. Sendo assim, decidiu-se utilizar o
PEG2000-PE para os testes seguintes, uma vez que sua utilizagdo como carreador de
farmacos esta melhor estabelecida na literatura. Os efeitos citotoxicos do BTCI
associado a 0,1 mM PEGyo00-PE foram entdo analisados contra células MCF-7 e
4T1, seguindo o regime de remoc¢do das amostras apds 6 horas e incubagcdo com

meio de cultura até completar o total de 24 ou 48 horas (Figura 31).
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Figura 31. Efeito de BTCI associado a PEG,q00-PE na viabilidade celular. Células de duas linhagens de
cancer de mama (MCF-7 e 4T1) foram incubadas com 0,1 mM de PEGyqqo-PE ou 0,1 mM de PEGy-PE
associados a 200 uM BTCI por diferentes tempos: remocao de PEG-PE apés 6 horas e incubagdo com
meio de cultura até completar o total de 24 ou 48 horas (6+ 18 horas ou 6 + 42 horas). A viabilidade
celular foi determinada por MTT. Os dados estdo expressos em porcentagem e representados como

média * erro padrao. Teste de Scheffé; ndo houve diferenca significativa entre as amostras.
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Nenhum efeito citotoxico significativo foi observado apés o tratamento das
células tumorais com BTCI associado a PEGu0-PE. E possivel que o tempo curto
de incubagdo com as amostras (6 horas) ndo foi suficiente para permitir a
associacao / internalizagdo de uma concentracdo adequada do BTCI pelas células.
A interagdo de PEGzn00-PE a células MCF-7 e 4T1 foram entdo investigadas (Figura

32).
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Figura 32. Interacdo de PEG,y00-PE com células tumorais. Células de duas
linhagens de cancer de mama (MCF-7 e 4T1) foram incubadas com 0,1 mM de
PEG000-PE (marcado com rodamina B). A associacdo das micelas de PEGygo-
PE as células foi analisada por citometria de fluxo apés 6 horas de incubacéo.
Os dados estdo expressos em média geométrica e representados como média +
erro padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,001 comparado ao seu respectivo

controle.

N&o foi observada interagdo expressiva de PEG,p00-PE as células MCF-7, o
gue pode estar relacionado com a auséncia de efeito citotoxico apos a incubagéo de
PEGy000-PE + BTCI nessa linhagem. Em contrapartida, houve uma discreta
associacao de PEG2o00-PE com as células 4T1, mas ndo houve a inducdo de efeito

citotoxico pelo BTCI, como observado na figura 31.
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Para tentar aumentar a associagdo das micelas com as células e,
consequentemente, aumentar a concentracdo de BTCI entregue, duas estratégias
foram empregadas. A primeira estratégia consistiu na inclusdo de um peptideo
cationico (TAT), conhecido por estimular a associacdo de nanoestruturas com
células, na formulacdo das micelas. Para que o peptideo TAT atue de forma
eficiente é importante que ele esteja exposto na superficie da micela. Como no
momento o peptideo TAT conjugado a PEGig-PE ndo estava disponivel, foi
necessario mudar a composicao principal das micelas para um co-polimero com a

porcao polimérica de massa molecular menor que 1000 Da: o PEG7s50-PE.

Inicialmente, a associacdo das micelas de PEG5,-PE, com ou sem TAT, foi
avaliada ap6s 6 horas de incubacdo (Figura 33). A associacdo de micelas de
PEG+s0-PE foi maior quando comparada com micelas de PEG2o00-PE. Ainda assim, a

inclusdo de TAT na formulacdo mostrou a melhor associacdo das micelas em ambas

as linhagens.
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Figura 33. Associacdo de PEG.5o-PE e PEGy5-PE TAT as células. Células de
duas linhagens de cancer de mama (MCF-7 e 4T1) foram incubadas com 0,1
mM de PEG50-PE (marcado com rodamina B) conjugados ou ndo ao peptideo
TAT. A associacdo das micelas as células foi analisada por citometria de fluxo
apos 6 horas de incubacao. Os dados estdo expressos em média geométrica e
representados como média = erro padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,001

comparado ao seu respectivo controle. 96



A formacao de agregados de BTCI na presenca de PEG750-PE, com ou sem
TAT, também foi examinada por microscopia de luz e turbidez (Tabela 9 e Figura
34). Como agregados de BTCI foram encontrados apos incubacdo com PEG7s0-PE,
decidiu-se testar uma segunda estratégia para melhorar a associacdo das micelas
com as células: a adicdo de anticorpos na superficie das micelas.

Tabela 9. Presenca de agregados de BTCI (200 uM) diluido em PEG750-PE ou PEG750-PE

com o peptideo TAT e incubados por 2 horas em tampéao (PBS; pH 7,4) ou meio de cultura

(DMEM?® + 10% SFBb). Avaliacao foi feita em microscopio invertido de contraste de fase.

Presenca de Agregados

PBS pH 7.4 DMEM® + 10% SFB®
0,1 mM PEG;s4-PE nao nao
0,1 mM PEG75¢-PE + 200 uM BTCI sim sim
0,1 mM PEG,so-PE TAT nao nao
0,1 mM PEG5-PE TAT + 200 uM BTCI sim sim
® DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium.
® SFB: Soro Fetal Bovino.
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Figura 34. Deteccao de agregados de BTCI quando diluido em PEG50-PE.
BTCI (200 pM) foi diluido em 0,1 mM de PEGy5-PE ou PEG;5,-PE com o
peptideo TAT e incubado por 2 horas. As solu¢cdes de PEG75,-PE foram
preparadas em PBS pH 7,4. A presenca de agregados foi indicada pela
turbidez das amostras a 600 nm. Os dados estédo representados como média
+ erro padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,001 comparado com as respectivas

amostras sem BTCI.
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O anticorpo 2C5 foi escolhido para ser conjugado na superficie das micelas
de PEG-PE para facilitar sua interacdo com as células. Portanto, ele foi conjugado
ao PEGag400-PE e, posteriormente, adicionado as micelas de PEGzpp-PE. Apds o
processo de preparagcdo das imunomicelas, a atividade especifica no
reconhecimento do anticorpo 2C5 foi avaliada pelo método de ELISA, mostrando

gue o anticorpo ainda estava ativo (Figura 35).

0,9 1
0,8 1
0,7 1
0,6 1
0.5 1 —— 2C5 PEG 00-PE

0.4 1 & G
03 -

0,2 A1
0,1 4

Absorbancia (595 nm)

0,01 0,10 1,00 10,00

Concentragao de anticorpo (pg/mlL)

Figura 35. ELISA de imunomicelas 2C5. A afinidade do anticorpo
2C5 por nucleossomos foi avaliada apds sua incorporagdo em
micelas de PEG,u0-PE. O anticorpo IgG foi usado como controle

negativo.

A formacgédo de agregados de BTCI na presenca das imunomicelas foi
avaliada por microscopia de luz. Apesar da presenca de alguns poucos agregados
(Tabela 10), a citotoxicidade das imunomicelas associadas ao BTCI foi avaliada. No
entanto, nenhuma reducéo significativa na viabilidade de células de cancer de mama
foi observada apds o tratamento (Figura 36). Células MCF-7 tratadas com

imunomicelas apresentaram um ligeiro aumento na viabilidade celular.
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Tabela 10. Presenca de agregados de BTCI (200 uM) diluido em PEG,p0-PE conjugado ao

anticorpo 2C5 e incubados por 2 horas em tampao (PBS pH 7,4) ou meio de cultura (DMEM?*

+10% SFB®). Avaliagso foi feita em microscopio invertido de contraste de fase.

Presenca de Agregados

PBS pH 7.4 DMEM? + 10% SFB®
0,1 mM PEGgq0-PE 2C5 nao nao
0,1 mM PEG,q0e-PE 2C5 + 200 uM BTCI nao sim (poucos)

® DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium.
® SFB: Soro Fetal Bovino.
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Figura 36. Efeito de BTCI associado a PEGjp-PE 2C5 na viabilidade celular. Células de duas
linhagens de céancer de mama (MCF-7 e 4T1) foram incubadas com 0,1 mM de PEGyy-PE com o
anticorpo 2C5 ou 0,1 mM de PEGyuo-PE com o anticorpo 2C5 associado a 200 uM BTCI por
diferentes tempos: remo¢édo de PEG-PE ap6s 3 ou 6 horas e incubagdo com meio de cultura até
completar o total de 24 ou 48 horas (6+ 18 horas ou 6 + 42 horas). A viabilidade celular foi
determinada por MTT. Os dados estdo expressos em porcentagem e representados como média +

erro padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,001 comparado com as respectivas amostras sem BTCI.

5.3.3 Encapsulacdo do BTCI em lipossomos

Decidiu-se entdo tentar encapsular o BTCI em nanoestruturas com

dimensbes maiores que as micelas visando aumentar a concentracdo de BTCI
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encapsulada e, consequentemente, entregue na célula. Nanoestruturas lipossomais
foram selecionadas para esse proposito. Experimentos preliminares foram
realizados para a padronizacao do protocolo de producéo e caracterizagédo de BTCI
lipossomais. Para a dosagem de lipidios foram testados os protocolos de Stewart e
um kit enzimético especifico para dosagem de fosfolipidios. Ambos os protocolos
forneceram resultados precisos e satisfatérios (dados ndo mostrados). Porém
decidiu-se usar o kit enzimatico, pois além de detectar fosfolipidios em amostras de

lipossomos diluidas, ndo € necessario a manipulacdo de solventes e outros

reagentes toéxicos como ocorre no método de Stewart.

Para separar BTCI encapsulado de BTCI ndo encapsulado trés metodologias
foram testadas: cromatografia ~de  exclusdo  molecular; didlise e
filtracdo/centrifugacdo (Tabela 11). A cromatografia de exclusdo molecular é
eficiente, no entanto, as amostras sdo diluidas em torno de 10 vezes (varia com o
comprimento da coluna) ao término da separacao. A didlise também é eficiente, ndo
altera significativamente a concentracdo de lipidios das amostras, mas requer em
torno de 16 horas para concluir o processo. O método de separacdo de BTCI néo
encapsulado com um filtro revestido por uma membrana, com poros de exclusédo de
100 kDa (Microcon), submetido a centrifugacdo, mostrou eficiéncia semelhante a
didlise em um tempo menor que nos outros métodos. Portanto, o método de

separacao escolhido foi o de filtracdo/centrifugacéo.

Tabela 11. Comparacdo de métodos para separacdo de BTCI ndo encapsulado em formulacdes

lipossomais.

Métodos Material Tempo Desvantagem
Exclusdo molecular Sepharose 4B - CL 60 minutos ~ Amostra muito diluida
Didlise Membrana 300 kDa 16 horas Longo periodo
Filtragdo /Centrifugacdo Membrana 100 kDa/Microcon  30-40 minutos  Dilui¢cdo da amostra
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Para dosar a quantidade de BTCI encapsulado em lipossomos, diferentes
variacdes do método de dosagem de proteinas de Lowry foram testadas. Apesar do
método de Lowry conter SDS na composicdo de um de seus reagentes, a
concentragcdo de detergente empregada ndo € suficiente para romper
completamente os lipossomos, como é observado pelo aumento da turbidez das
amostras (Figura 37). J& a adicdo dos detergentes CHAPS e Triton X-100 ao método
melhorou significativamente o rompimento dos lipossomos, restaurando a turbidez
para valores proximos aos do controle (branco) e permitindo uma dosagem mais

precisa da concentracdo de BTCI encapsulado.
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Figura 37. Interferéncia dos lipossomos no método de dosagem de
proteinas de Lowry. Amostras de lipossomos vazios foram incubadas com
diferentes combinac¢@es de detergentes durante o método de Lowry. Teste
de Scheffé, * p< 0,001 comparado com a com a solugéo controle (branco).

Para determinar a atividade de inibicdo de proteases pelo BTCI encapsulado
em lipossomos € necessario romper 0s lipossomos com a menor concentracao de

detergente possivel para que a estrutura do inibidor e a atividade inibitéria ndo sejam
101



afetadas. Observou-se que as duas concentracbes do detergente Triton X-100
testadas ndo afetaram a atividade inibitéria do BTCI (Figura 38). Portanto, optou-se

por usar a maior concentracéo (0,25%) de Triton X-100 para 0s ensaios seguintes.
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Figura 38. Interferéncia da adicdo de detergente na determinacdo da
atividade inibitéria de BTCI encapsulado em lipossomos. Amostras de
lipossomos vazios foram incubadas com diferentes concentra¢des de
Triton X-100 e atividade inibitoria foi comparada com amostras controle
(sem adicdo de detergente). A) Inibicdo de tripsina. B) Inibicdo de

quimotripsina.
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Com os métodos de caracterizagdo dos lipossomos padronizados, tentativas
de encapsulacdo do BTCI em lipossomos, por meio do método classico de
hidratacdo do filme lipidico (HFL) e o método de remocdo de detergente, como

detalhado na Tabela 12, foram testadas.

Tabela 12. Composicdo de formula¢bes lipossomais de BTCI.

Concentragao Lipidio: n-
~ - o de Lipidios Concentragao Octyl ,
F | R Molar (¢ M
ormulagao Composi¢do azao Molar (%) Totais de BTCI (M) glucoside étodo
(mg/mL) (razdo molar)
PC: CH : PEGyg-PE 65:30:5 5 200 - HFL / Extrusdo
2 PC : CH : PEG,q0-PE 65:30:5 5 200 - HFL / Sonicagdo
3 PC : CH : PEGy00-PE 65:30:5 5 200 1:5 Remocdo de
detergente
Remocgado de
4 PC:CH:PE -PE : : 2 1:1
c:C G2000 65:30:5 5 00 detergente
PC: fosfatidilcolina de ovo CH: colesterol

O didametro hidrodinadmico dos lipossomos e a porcentagem de encapsulagao
foram determinados (Tabela 13). Todas as formulacdes apresentaram um diametro
hidrodindmico satisfatério em torno de 140 a 190 nm. No entanto, a porcentagem de

encapsulacédo foi muito baixa, com excecao da formulacao 4.

Tabela 13. Caracterizacdo de formulacdes lipossomais de BTCI.

Formulagao Diametro hidrodindmico (hm)  Porcentagem de encapsulagdo
1 186 + 24 2% (4 uM)
2 130+ 50 2% (4 uM)
3 119+ 32 2,5% (5 uM)
4 149+ 41 12,5 % (25 uM)

A citotoxicidade dos lipossomos vazios ou encapsulando BTCI das
formulacdes 1, 3 e 4 em células MCF-7 foi determinada (Figura 39). A amostra 2 foi

descartada devido a presenca de contaminantes.

103
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Figura 39. Efeito de formulac¢des lipossomais na viabilidade celular. Células de cancer de mama
(MCF-7) foram incubadas por 24 horas com diferentes formulagfes lipossomais. A composicao
e métodos de encapsulacdo de cada formulagdo estdo na tabela 12. A viabilidade celular foi
determinada por MTT. Os dados estdo expressos em porcentagem e representados como

média + erro padrédo. Teste de Scheffé, * p< 0,001 comparado com o grupo controle.

Lipossomos vazios da formulacdo 1 ndo induziram citotoxicidade significativa
em células MCF-7 em nenhuma das concentracbes testadas. No entanto,
lipossomos vazios das formulacbes 3 e 4 mostraram citotoxicidade significativa e
dose-dependente. Resquicios de detergente usado nas formulacbes 3 e 4,
presentes mesmo apos dialise, podem ter sido responsaveis pela toxicidade

significativa dos lipossomos vazios. Com relacdo ao BTCI lipossomal, ndo foi
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observado nenhum efeito significativo na reducao da viabilidade quando comparado

ao respectivo lipossomo vazio (Figura 39).

Para as formulacdes lipossomais seguintes decidiu-se mudar os métodos de
encapsulacdo e também simplificar a composicédo dos lipossomos para melhorar a
eficiéncia desse processo. A presenca de PEG,o00-PE na composicéo lipossomal &
fundamental para proteger os lipossomos contra o0 sistema reticulo-endotelial e
garantir maior tempo de circulacdo dos mesmos em tratamento in vivo (TORCHILIN,
2007). No entanto, sua presenca esta relacionada a redug¢des na porcentagem de
encapsulacdo de compostos (COLLETIER et al., 2002). Dessa forma, como um dos
primeiros objetivos desse trabalho era o de otimizar a encapsulacdo do BTCI e
estudar seus efeitos in vitro, optou-se por retirar 0 PEG2p00-PE da composicéo

lipossomal.

A porcentagem de encapsulacdo pode ser otimizada ajustando a
concentracao de lipidios; o método de encapsulagéo; o tampao utilizado; proporcdes
de fosfolipidios e colesterol; e razao lipidios-proteina. Outra estratégia é a adi¢cdo de
fosfolipidios que apresentem maior afinidade pela proteina (COLLETIER et al.,
2002). Considerando que o BTCI tem ponto isoelétrico (pl) baixo, e que em pH 7 ele
esta carregado negativamente, a adicdo de fosfolipidios carregados positivamente
pode favorecer a interacao da proteina com os lipossomos. Além disso, fosfolipidios
carregados positivamente favorecem a interacdo dos lipossomos com as células. A
reducdo da forca ibnica do tampao também contribui para a interacdo da proteina
com os lipossomos (COLLETIER et al., 2002), e por isso utilizou-se tampao PBS
diluido 10 vezes para a encapsulacdo do BTCI. As variacbes nas formulacdes

lipossomais e a caracterizagdo das mesmas estdo organizadas nas tabelas 14 e 15.
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Tabela 14. Formulacdes lipossomais de BTCI e porcentagem de encapsulacao.

Composicao . Concentraca " Porcentagem de
Razdo Método o de Lipidios Concentragao Tampao Encapsulagao
Molar (¥ BTCI (uM
olar (%) (mg/mL) de BTCI (uM) (%)
PC:CH 70:30 REV 10 200 PBS 9,0 (18 uM)
' ‘ (1/10) Sddy
PBS
PC:CH:DOTAP 67:30:3 REV 10 200 (1/10) 16,0 (32 uM)
PC:CH: DOTAP 64:30:6 REV 10 200 (f/li%) 49,4 (98,8 uM)
PC:CH 70:30 F/T 10 200 PBS 13,8 (27,6 uM)
PC:CH:DOTAP 64:30:6 F/T 10 200 (f/liso) 51,1 (102,2 uM)
PC:CH 70:30 DRV 10 200 PBS 20,2 (40,4 uM)
PC:CH:DOTAP 64:30:6 DRV 10 200 (f/liso) 28,4 (56,8 uM)
PC: fosfatidilcolina de ovo REV: Fase reversa
CH: colesterol F / T: Congelamento / Descongelamento
DOTAP: fosfolipidio carregado positivamente DRV: Desidratacdo e Re-hidratacdo

Tabela 15. Diametro hidrodindmico e potencial zeta de formulac¢des lipossomais de BTCI.

Diametro p Potencial Zeta
Composigdo Razdo Método hidrodinamico Indice de
Molar (%) (nm) Polidispersao (mv)
PC:CH 70:30 REV 528 0,39 - 16,05
PC:CH:DOTAP 67:30:3 REV 312 0,372 + 25,30
PC:CH: DOTAP 64:30:6 REV 257 0,37 + 35,95
PC:CH 70:30 F/T 391 0,344 -10,02
PC:CH: DOTAP 64:30:6 F/T 315 0,319 + 32,46
PC:CH 70:30 DRV 248 0,105 -12,30
PC:CH: DOTAP 64:30:6 DRV 230 0,125 + 43,57
PC: fosfatidilcolina de ovo REV: Fase reversa
CH: colesterol F / T: Congelamento / Descongelamento
DOTAP: fosfolipidio carregado positivamente DRV: Desidratacdo e Re-hidratacao

A formulacdo PC:CH:DOTAP (64:30:6 % razao molar) preparada tanto pelo
método REV quanto pelo método F/T apresentou a melhor porcentagem de
encapsulacdo, diametro hidrodindmico e potencial zeta, quando comparada as
outras formulagcbes (Tabela 15). Os métodos REV e F/T apresentam etapas

intermediarias que podem alterar a estrutura e, consequentemente, a atividade de
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proteinas. A avaliacdo da atividade inibitoria do BTCI ap0s passar por todas as

etapas de cada método mostrou que ndo houve alteracdes significativas na atividade

inibitéria contra tripsina ou quimotripsina (Figura 40).
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Interferéncia do método de encapsulacéo na atividade inibitéria

de BTCI. Amostras de BTCI foram submetidas aos métodos REV e F/T e a

atividade inibitéria foi comparada com amostras controle. A) Inibicdo de

tripsina. B)

Inibicdo de quimotripsina.
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Por questbes praticas, optou-se pelo método REV para encapsulacdo de
BTCI. Foram realizadas alteracdes nesse método com o objetivo de melhorar ainda
mais a porcentagem de encapsulacdo. A utilizacdo do sonicador de ponteira, tampéo
PBS diluido 10 vezes e éter isopropilico aumentou a porcentagem de encapsulagéo
e 0 tamanho dos lipossomos, quando comparados com o0 uso do banho de

sonicacao, dietil éter ou solucdo de glicose 5% (Tabelas 16, 17 e 18).

Tabela 16. Efeitos do tipo de sonicacdo utilizado no método REV no tamanho e na porcentagem de

encapsulacdo de BTCI em lipossomos.

Diametro indice de Porcentagem de
Tipo de Sonicador hidrodinamico (nm) Polidispersao Encapsulagao (%)
Sonicador de
Ponteira 278,3 0,375 49,40
Banho de Ultra-som 1200 0,32 16,30

Tabela 17. Efeitos do tipo de solvente utilizado no método REV* no tamanho e na porcentagem de

encapsulacdo de BTCI em lipossomos.

Diametro f
~ . N Indice de Porcentagem de
Solvente Proporgdo  hidrodinamico Polidispersio  Encapsulacio (%)
(1]
(v/v) (nm)
Cloroférmio : Eter
isopropilico 4:3 278,3 0,375 49,4
Cloroférmio : Dietil éter 4:3 857,0 0,399 25,36

* Sonicador de ponteira

Tabela 18. Efeitos do tipo de tampéao utilizado no método REV* na porcentagem de encapsulacdo de

BTCI em lipossomos.

Composigdo Razdo Molar (%) Tampiao Porcentagem de Encapsulagao (%)
EPC: CH: DOTAP 64:30:6 PBS (1/10) 49,40
EPC: CH : DOTAP 64:30:6 5% glicose 23,65

* Sonicador de ponteira e éter isopropilico.

A adicao de fosfolipidios carregados positivamente (DOTAP) na composi¢ao
lipossomal aumentou significativamente a porcentagem de encapsulacédo devido as
interacOes ibnicas entre proteina e lipidio. A analise das variacbes no tamanho das

nanoestruturas, nas etapas do protocolo de encapsulacao, sugere que o BTCI esta
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encapsulado e que esse processo passa por uma etapa de agregacao antes da
filtracdo, seguida de um restabelecimento do tamanho do lipossomo para um valor
ligeiramente maior que o do lipossomo vazio apés a filtracdo (Tabela 19). A andlise
do potencial zeta dos lipossomos nas etapas de encapsulacao permitiu acompanhar
as variacoes de carga das nanoestruturas na presenca de BTCI. A diminuicdo do
potencial zeta de +51,32 para + 35,95 mV apéds a encapsulagcédo do BTCI sugere que

h& moléculas de BTCI expostas na superficie externa dos lipossomos (Tabela 19).

Tabela 19. Potencial zeta de lipossomos durante o processo de encapsulagéo de BTCI pelo método REV.

Diametro indice de Potencial Zeta
hidrodinamico (nm) Polidispersao (mV)
LP-DOTAP vazio 133,0 0,150 +51,32
LP-DOTAP BTCl antes filtragdo 1739,6 0,258 -5,20
LP-DOTAP BTCI depois
filtracdo 278,3 0,375 + 35,95

Esse dado foi confirmado ao avaliar a atividade inibitéria de BTCI lipossomal,
sem o rompimento dos lipossomos (sem adicdo de Triton X-100). Cerca de 14% do

BTCI encapsulado encontra-se na superficie externa dos lipossomos (Tabela 20).

Tabela 20. Atividade inibitéria e quantificacdo da concentracdo de BTCI presente nas superficies interna e

externa de lipossomos preparados pelo método REV.

Atividade Residual (%) Concentragdo de BTCI % BTCI Total
(mg/mL)
Com Triton Sem Triton Com Triton Sem Triton Superficie Superficie
X-100 X-100 X-100 X-100 interna externa
Tripsina 0 7,00+£0,35 | 0,36+0,020 0,053 +0,012 85,3+0,50 14,7 £ 0,33
Quimotripsina | 4,73 +0,5 71,23+0,64 | 0,36+0,015 0,050+0,024 87,0+£0,41 13,0 £ 0,66

A estabilidade dos lipossomos preparados pelo método REV e armazenados
a 4°C foi avaliada por 30 dias. Tanto o diametro hidrodinamico quanto o potencial
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zeta das nanoestruturas ndo alteraram durante esse periodo, sugerindo que a

formulacdo permaneceu estavel (Figura 41).
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Figura 41. Estabilidade de BTCI lipossomal contendo DOTAP. A
estabilidade foi avaliada com relagdo ao didmetro hidrodindmico
e ao potencial zeta de lipossomos preparados pelo método REV
e armazenados a 4°C.

A interacdo de BTCI lipossomal com células MCF-7 foi avaliada.
Primeiramente, a interacdo dos lipossomos com relacdo a concentracao de lipidios
foi comparada e mostrou que a incubacdo de 0,4 mg/mL de lipidios por 6 horas
resultou no aumento das interacbes do BTCI lipossomal com as células, quando

comparada com a concentragao de 0,1 mg/mL (Figura 42).
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Figura 42. Interacdo de BTCI lipossomal com células de cancer de
mama. Células MCF-7 foram incubadas por 6 horas com BTCI lipossomal
(marcado com rodamina B). A interacdo dos lipossomos com as células
foi analisada por citometria de fluxo. Os dados estdo expressos em
média geométrica e representados como média * erro padrdo. Teste de

Scheffé, * p< 0,001 comparado ao seu respectivo controle.

Em seguida, a interferéncia de soro fetal bovino, presente no meio de cultura,
na interacdo de BTCI lipossomal com células MCF-7 foi comparada (Figura 43).
Para isso duas amostras de BTCI lipossomal foram usadas: a) sonda fluorescente
marcando os lipidios ou b) sonda fluorescente marcando o BTCI. A presenca de
soro fetal bovino no meio de cultura néo interferiu na propor¢gao de BTCI lipossomal

associado com as células apos 6 horas de incubagéo.

Para melhor entender a cinética de interacdo do BTCI lipossomal com células
MCF-7, foram feitas andlises nos tempos de 6 e 24 horas apos a incubacdo. No
tempo de 24 horas, BTCI lipossomal foi ou ndo removido apds 6 horas de incubacéo
e as ceélulas foram incubadas por mais 18 horas. As cinéticas de interagdo entre os
tempos de 6 e 24 horas foram comparadas (Figura 43). Interessantemente, a

remocdo de BTCI lipossomal apos as 6 horas de incubacdo e analise apds mais 18
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horas resultou na reducdo da proporcdo de lipossomos, mas né&o alterou
significativamente a proporcdo de BTCI associado. Ja a Incubacdo de BTCI
lipossomal por 24 horas nao alterou a proporgao de lipossomos, mas aumentou a

propor¢do de BTCI associado com as células, quando comparado com o tempo de 6

horas.
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Figura 43. Interagdo de BTCI lipossomal com células de cancer de mama. Células MCF-7
foram incubadas por 6 horas com 0,4 mg/mL BTCI lipossomal. A interacdo dos lipossomos ou
do BTCI (ambos marcados com sondas fluorescentes) com as células foi analisada por
citometria de fluxo. SFB: soro fetal bovino. Os dados estdo expressos em média geométrica e
representados como média + erro padréo. Teste de Scheffé, * p< 0,001 comparado com o

grupo 6 horas sem SFB.

A citotoxicidade de BTCI lipossomal foi avaliada nos tempos de 24 e 72
horas, seguindo o protocolo de tratamento similar ao da figura 43. Apesar dos
resultados anteriores mostrarem que BTCI lipossomal esta associado com células
MCF-7, nao foi observado nenhum efeito significativo na reducdo da viabilidade

celular das mesmas (Figura 44). Esses resultados sugerem que a concentragédo de
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BTCI necesséria para se obter o efeito citotoxico € maior do que a obtida com a

incubacgao do BTCI lipossomal, nos tempos avaliados. Dessa forma, para intensificar

0 processo de interacdo dos lipossomos com as células, decidiu-se utilizar a

estratégia de interagcdo ativa. Nesse caso, um ligante com afinidade para receptores

super-expressos em células tumorais € conjugado na superficie dos lipossomos com

a finalidade de intensificar o processo de interacdo dos mesmos com as células. O

ligante escolhido foi a transferrina, uma vez que células MCF-7 apresentam

receptores de transferrina super-expressos (VYHLIDAL et al., 2002).
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Figura 44. Efeito de BTCI lipossomal na viabilidade celular. Células de cancer de mama (MCF-7) foram

incubadas com 0,1 ou 0,4 mg/mL de BTCI lipossomal por diferentes tempos: remocéo de BTCI lipossomal

apos 6 horas e incubacdo com meio de cultura até completar o total de 24 ou 72 horas; ou incubagédo de

BTCI lipossomal por um total de 24 e 72 horas, sendo que SFB foi adicionado ao meio de cultura apos 6

horas de incubacgdo. A viabilidade celular foi determinada por MTT. Os dados estdo expressos em

porcentagem e representados como média + erro padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,001 comparado com

100% de viabilidade celular.
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Primeiramente, os efeitos da adicdo de diferentes concentracbes dos
conjugados de transferrina-PEG2000-PE (Tf-PE) no tamanho e no potencial zeta de

lipossomos vazios foram avaliados (Tabela 21).

Tabela 21. Diametro hidrodindmico e potencial zeta de lipossomos vazios incubados com conjugados de
transferrina-PEG,q00-PE.

PEGg00-PE- Transferrina Diametro hidrodinamico indice de Potencial Zeta
(%) (nm) Polidispersao (mV)
0 203,0 0,325 +51,30
0,25 1174,0 0,267 + 15,99
0,50 1143,0 0,316 - 6,03
1,00 168,9 0,302 - 20,10
2,00 148,7 0,295 - 25,70

A medida que maiores porcentagens de Tf-PE foram acrescentadas, o
potencial zeta dos lipossomos foi se tornando mais negativo, indicando a interacao
dos conjugados em sua superficie. Agregados com diametro hidrodindmico em torno
de 1000 nm foram formados com a adicao de quantidades iguais ou menores a 0,5%
Tf-PE. Em contrapartida, a adicdo de concentracdes maiores ou iguais a 1% Tf-PE

resultou em lipossomos com diametro semelhante ao original (Tabela 21).

A interac@o dos lipossomos com ou sem Tf-PE com células MCF-7 e Hela
foram comparadas (Figura 45). A linhagem Hela (cancer de colo de utero) também
apresenta uma super-expressdo de receptores de transferrina (DANIELS et al.,
2006) e por isso foi incluida nessas investigacdes. A interacdo de lipossomos com
PEG2000-PE ndo conjugado a transferrina foram utilizadas para comparacdo. Na
linhagem MCF-7, a interacdo de lipossomos sem ou com 1% Tf-PE foram
semelhantes. No entanto, notou-se um aumento expressivo na interacdo de
lipossomos com 0,5% Tf-PE. O oposto ocorreu na linhagem Hela onde um aumento

expressivo na interacdo de lipossomos sem Tf-PE foi observado. As formulacdes
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Média Geométrica (U. A.)

sem PEGyo00-PE € com 0,5% Tf-PE foram utilizadas nos estudos seguintes devido a

maior propor¢cdo de interacdo celular observada com Hela e MCF-7

respectivamente.
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Diametro hidrodinamico indice de Potencial Zeta
(nm) Polidispersdo (mV)

sem PEG,qq0-PE 203 0,307 + 51,30
PEG;q00-PE 0,5% 213,2 0,254 + 19,01
PEG,p00-PE-Transferrina

0,5% 1007,1 0,381 + 2,15
PEG,000-PE 1% 168,9 0,204 - 6,56
PEG,000-PE-Transferrina 1% 148,7 0,319 - 22,73

Figura 45. Interagdo de lipossomos, com ou sem transferrina, as células tumorais. Células MCF-7 (cancer
de mama) e Hela (cancer de colo do Utero) foram incubadas por 6 horas com 0,4 mg/mL de lipossomos
com ou sem transferrina conjugada em sua superficie em meio de cultura sem soro. A interagdo dos
lipossomos (marcados com sonda fluorescente) com as células foi analisada por citometria de fluxo. A
tabela abaixo dos gréficos contém caracteristicas de cada formulacao testada. Os dados estdo expressos

em média geométrica e representados como média + erro padrao.

Para investigar a importancia da transferrina na interacdo dos lipossomos as
células, um ensaio de competicdo com transferrina livre foi realizado (Figura 46).

Nesse ensaio, moléculas de transferrina livre sdo incubadas previamente com as
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células. Elas se ligam aos receptores primeiro e reduzem a disponibilidade de
receptores para a interacdo dos lipossomos com Tf-PE em sua superficie. Os
resultados mostraram que na linhagem MCF-7, a adi¢&o de transferrina livre reduziu
a interacao de lipossomos 0,5% Tf-PE, mas n&o influenciou significativamente na
interacdo de lipossomos sem PEGy00-PE. Na linhagem Hela houve uma redugéo na

interagcdo tanto de lipossomos sem PEGp00-PE como dos com 0,5 % Tf-PE (Figura
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Figura 46. Propor¢éo de lipossomos internalizados e a influéncia da adicao de transferrina livre na interagéo de
lipossomos, com ou sem transferrina, com células tumorais. Células MCF-7 (cAncer de mama) e Hela (cancer
de colo do utero) foram incubadas por 6 horas com 0,4 mg/mL de lipossomos com ou sem transferrina
conjugada em sua superficie em meio de cultura sem soro. A interagdo dos lipossomos (marcados com sonda
fluorescente) as células foi analisada por citometria de fluxo. A influéncia da transferrina para a interagédo dos
lipossomos foi avaliada em ensaio de competicdo com transferrina livre. A propor¢cdo de lipossomos
internalizados foi avaliada ap0s a adicdo de azul tripan que bloqueia a fluorescéncia dos lipossomos ligados a
superficie celular externa. Os dados estdo expressos em média geométrica e representados como média * erro

padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,001 comparado com lipossomos sem a adi¢cdo de transferrina ou azul tripan.

As analises de interacdes de lipossomos por citometria de fluxo ndo permitem

especificar se 0s lipossomos estdo apenas associados a membrana plasmatica ou
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estdo de fato internalizados. A proporcdo de lipossomos associados a superficie
externa das células foi avaliada acrescentando o corante azul tripan nas amostras.
Como esse corante ndo atravessa a membrana plasmatica das células, sua acdo na
atenuacdo da fluorescéncia de lipossomos (quenching) ocorre apenas nas
nanoestruturas ligadas na superficie externa das células (LOIKE et al., 1983). Na
linhagem MCF-7, a adi¢&o de azul tripan reduziu a fluorescéncia de lipossomos sem
PEG2000-PE e de lipossomos com 0,5% Tf-PE, indicando que havia em torno de 50%
e 67%, respectivamente, de lipossomos associados na superficie das células (Figura
46). Na linhagem Hela, a reducédo na fluorescéncia dos lipossomos foi de 35,6%
para lipossomos sem PEGyp-PE e de 44,3% para lipossomos com 0,5% Tf-PE,
indicando que mais de 50% dos lipossomos, para ambas as formulacdes, estavam

internalizados (Figura 46).

Em seguida, a citotoxicidade de BTCI lipossomal com ou sem 0,5% Tf-PE foi
investigada nas linhagens MCF-7 e Hela, por 72 horas (Figura 47). Nao houve

diferenca significativa na viabilidade das células ap6s o tratamento.
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Figura 47. Efeito de BTCI lipossomal, com ou sem transferrina, na viabilidade celular. Células
MCF-7 (cancer de mama) e Hela (cancer de colo do utero) foram incubadas por 72 horas com 0,4
mg/mL de lipossomos sem ou com 0,5 % transferrina conjugada em sua superficie em meio de
cultura sem soro. A viabilidade celular foi determinada por MTT. Os dados estdo expressos em
porcentagem e representados como média = erro padrdo. Teste de Scheffé, * p< 0,001
comparado com 100% de viabilidade celular.

A co-localizacdo de BTCI lipossomal com lisossomos foi investigada por
microscopia confocal para determinar o destino celular final dessas nanoestruturas,

apos a internalizacéo por células tumorais (Figuras 48 e 49).

Na linhagem MCF-7, observou-se que lipossomos sem PEGyy-PE foram
internalizados e apresentam-se difusos pelo citoplasma. Ja lipossomos com 0,5% Tf-
PE nao foram internalizados completamente, uma vez que agregados de lipossomos
ficaram aderidos a superficie externa das células. Nao foi observada co-localizacéo
expressiva de ambas as formulagdes com lisossomos (Figura 48 e Tabela 22).
Moléculas de BTCI entregue por lipossomos sem PEG;p00-PE estavam concentradas
ao redor do nucleo das células e co-localizados com lisossomos em algumas areas
(Figura 48 e Tabela 22). As moléculas de BTCI entregues por lipossomos 0,5% Tf-

PE apresentaram-se de forma difusa no citoplasma de apenas algumas células, com
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baixo indice de co-localizagdo com lisossomos (Figura 48 e Tabela 22). Na linhagem
Hela, lipossomos sem PEGyy-PE foram internalizados e co-localizados com
lisossomos. Entretanto, lipossomos com 0,5% Tf-PE n&o foram internalizados e
encontravam-se aderidos a superficie de apenas algumas células (Figura 49 e

Tabela 22).
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Lipossomos / BTCI

LP sem PEG;,q0-PE

BTCI LP sem PEG 00-PE

LP com 0,5% Tf-PE

BTCI LP com 0,5% Tf-PE

Figura 48. Co-localizagdo de BTCI lipossomal e lisossomos de células de cancer de mama.
Células MCF-7 foram incubadas por 9 horas com 0,4 mg/mL BTCI lipossomal sem ou com 0,5%
transferrina conjugada. As andlises foram feitas separadamente com o BTCI ou lipossomos (LP)
marcados com sonda fluorescente (destaque em vermelho na legenda a esquerda das imagens).
Imagens obtidas por microscopia confocal. Nas imagens destacam-se lipossomos/BTCI

120
(vermelho); lisossomos (proteina LAMP-2, em verde) e o nucleo (azul). Barra: 20 pm.



Lipossomos Lisossomos Sobreposicdo

LP sem PEGzooo-PE
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Figura 49. Co-localizacdo de BTCI lipossomal e lisossomos de células de cancer de colo do

Utero. Células Hela foram incubadas por 9 horas com 0,4 mg/mL BTCI lipossomal sem ou com
0,5% transferrina conjugada. As andlises foram feitas com lipossomos (LP) marcados com
sonda fluorescente (destaque em vermelho na legenda a esquerda das imagens). Imagens
obtidas por microscopia confocal. Nas imagens destacam-se lipossomos (vermelho);
lisossomos (proteina LAMP-2, em verde) e o nacleo (azul). Barra: 20 um.

Tabela 22. Coeficientes para determinacdo de co-localizagédo entre lipossomos/BTCI e lisossomos

de células tumorais.

Coeficiente de Pearson® Coeficiente de Mander®
Linhagem | MOl€CUla || b o PEGuoo-PE  LP-TF 0,5% | LP sem PEGyo-PE  LP-TF 0,5%
marcada
MCEF-7 Lipossomos 0,095 £ 0,064 0,168 £ 0,060 0,397 £ 0,044 0,446 £ 0,087
MCEF-7 BTCI 0,423 £0,115 0,201 £ 0,099 0,576 £ 0,092 0,408 £ 0,076
Hela Lipossomos 0,479 +£0,043 0,084 £ 0,079 0,605 £ 0,029 0,298 £ 0,073

a: Correlagéo da distribuicdo de intensidades entre dois canais fluorescentes. Varia de -1 a +1.
b: Calcula a sobreposi¢do de dois canais fluorescentes normalizando diferencas de intensidade entre eles.

Variade Oa 1.
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5.4 Identificacdo de compostos bioativos em amostras de BTCI

A agregacao e redugdo na biodisponibilidade de BTCI em meio de cultura foi
superada pela entrega direta dessa molécula no citoplasma das células por meio de
lipossomos. No entanto, essa estratégia de entrega ndo resultou em citotoxicidade
em células tumorais. Para compreender as razbes pelas quais o tratamento de
células MCF-7 com BTCI resulta ora na reducdo, manutencdo ou aumento da
viabilidade celular, a hipétese da presenca de outra molécula em algumas fragdes
de BTCI purificado, que possa induzir citotoxicidade, isoladamente ou em

sinergismo, com o BTCI foi testada.

Primeiramente, foram selecionadas amostras de BTCI puro que, apesar de
apresentarem perfil de pureza semelhante ao mostrado pela técnica de MALDI-TOF
(Figura 15), induziram efeitos distintos na viabilidade celular de células MCF-7
(Figura 50). Em seguida, as amostras foram comparadas entre si por diferentes

técnicas para detectar a presenga de outras moléculas, tanto de natureza protéica

100 ~

80 *
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40 4

20 4

0 - T

Controle Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

quanto lipidica.

Viabilidade Celular (%)

Figura 50. Efeito de diferentes amostras de BTCI na viabilidade de células

de cancer de mama. Células MCF-7 foram incubadas por 72 horas com
diferentes amostras de BTCI (200 uyM) purificado de sementes de V.
unguiculata. A viabilidade celular foi determinada por MTT. Os dados estao 122
expressos em porcentagem e representados como média * erro padrao.

Teste de Scheffé, * p< 0,001 comparado com o grupo controle.



As amostras de BTCI foram comparadas quanto a atividade de inibicado das

proteases tripsina e quimotripsina (Figura 51). Diferengas pontuais na atividade de

inibicdo de proteases foram observadas, mas, de forma geral, a atividade foi similar

em todas as amostras.
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Figura 51. Atividade Inibitéria de diferentes amostras de BTCI. A atividade inibitéria de

amostras de BTCI contra tripsina (A) ou quimotripsina (B) foram comparadas.
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As amostras foram fracionadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), em colunas especificas para exclusdo molecular ou para fase reversa. Na
cromatografia de exclusdo molecular (Figura 52), todas as amostras apresentaram
apenas um pico cuja massa molecular foi calculada como aproximadamente 9 kDa,
ou seja, a mesma massa molecular do BTCI puro identificada por MALDI-TOF
(Figura 15). Na cromatografia de fase reversa, dois picos com intensidades
diferentes foram observados, correspondendo a aproximadamente 11 e 89% da
quantidade de BTCI utilizada nessa cromatografia (Figura 53 e Tabela 23).
Entretanto, ambos os picos foram observados em propor¢cées semelhantes em todas

as amostras fracionadas.

Absorbancia (280 nm)

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
0 5 10 15 20 25 30

Tempo de Retengdo (minutos)
Figura 52. Cromatograma de BTCI fracionado por HPLC em
coluna de exclusdo molecular. A fase movel utilizada foi PBS
(pH 7,4) com fluxo de 0,25 mL/minuto em coluna Shodex
KW804.
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Figura 53. Cromatograma de BTCI fracionado por HPLC de fase reversa em
coluna C4g (250 x 4,6 mm). Gradientes de acetonitrila na proporgao de 0 - 32%
por 5 minutos e 32 - 37% por 20 minutos foram utilizados. Fluxo de 1 mL/ min. O
monitoramento da eluicdo foi realizado no comprimento de onda de 216 nm.
Notar presenca de dois picos (1 e 2) entre os tempos de retencao de 5,70 - 8,50

min.

Tabela 23. Area integrada de picos de amostra de BTCI fracionada por HPLC de fase

reversa (figura 53).

Area integrada (mUA) % da Amostra [mg/mL]
Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2
BTCI 2256575 17291512 11,55 88,45 0,23 1,77

As amostras de BTCI foram entdo analisadas por gel de poliacrilamida. E
importante salientar que como o gel foi corado pelo método de precipitagdo de prata,
as bandas podem mostrar uma coloragdo escura, caso estejam em baixa

concentracdo, ou auséncia de coloragdo, quando a concentracdo de proteinas é
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muito alta (BIORAD, 2011). Em condigbes redutoras (adi¢do do agente desnaturante
DTT), observou-se uma banda predominante e também outras quatro bandas de
menor concentragao (Figura 54 B1). Para facilitar a visualizagdo, as cores do gel
foram digitalmente invertidas (Figura 54 B2). A banda predominante correspondeu a
proteina de massa molecular entre 20 a 30 kDa, diferente do valor determinado por
MALDI-TOF para o BTCI puro (9 kDa). O padrdo de bandas foi similar entre as

amostras de BTCI.

Em condigcbes nado-redutoras (auséncia de DTT), o BTCI pode formar
oligbmeros que sao detectados no gel por mais de uma banda formada (Figura 54
A). O padrao de bandas foi similar entre as amostras de BTCI. As amostras 2 e 3
apresentaram pequena diferenca na intensidade de duas bandas, mas essa
diferenga nao estava correlacionada com diferengas na citotoxicidade, uma vez que
essa amostras apresentaram o mesmo padrao de citotoxidade (Figura 50). Nao foi
possivel inferir a massa molecular das amostras de proteinas observadas nas
diferentes bandas no gel em condigdes nao-desnaturantes, pois o marcador de

proteinas utilizado é especifico para géis em condi¢cées desnaturantes.
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Figura 54. Amostras de BTCI analisadas por gel de poliacrilamida 16%. A eletroforese de amostras de BTCI (1
a 7) foram realizadas em: A) condigbes nédo-redutoras (auséncia do agente desnaturante DTT); ou B)
condigbes redutoras (presencga de 0,1 mM de DTT). B1: imagem original; B2: inversdo das cores da imagem

para melhor visualizagdo das bandas; M: marcador; »: indicagdo das bandas.

Considerando os resultados obtidos, a presenga de moléculas de natureza
nao protéica foi entdo investigada. As amostras de BTCI foram dosadas e
comparadas com relacdo a concentragao de acidos graxos (Figura 55). Diferentes
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concentragbes de acidos graxos foram detectadas em cada amostra, sendo que
apenas a amostra contendo a menor concentragao (30 uM) apresentou atividade

citotoxica (Figura 50).
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Concentragdo de Acidos Graxos (uM)

Figura 55. Concentracdo de acidos graxos em amostras de BTCIl. A
concentragao de acidos graxos foi comparada em diferentes amostras de

BTCI (200 uM). Os dados estdo expressos como média + erro padrao.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, os efeitos anticarcinogénicos do BTCI, na forma livre ou
encapsulado em lipossomos, foram investigados. O modelo de inducdo tumoral
escolhido para estudar os efeitos preventivos do BTCI e do extrato (EB) protéico de
sementes de V. unguiculata foi o de inducdo quimica por DMBA/TPA na pele de
camundongos. Esse modelo permite estudar em laboratério as influéncias que
tratamentos e fatores locais, sistémicos e ambientais exercem na susceptibilidade,
crescimento e progressao do tumor. Ele jA& vem sendo empregado por varias
décadas e até hoje continua a auxiliar na identificacdo de importantes vias

moleculares e imunoldgicas envolvidas no cancer de pele ndo-melanoma.

O modelo consiste de dois estagios: o de iniciagdo e o de promocgdo. O
estagio de iniciacdo é induzido com uma Unica aplicacdo topica do reagente
mutagénico DMBA, que € responsavel por induzir uma mutacdo irreversivel e
especifica no cédon 61 do oncogene Ha-ras (FUJIKI et al., 1989; FILLER et al.,
2007). O estagio de promocéo € atingido com aplicacdes freqlentes do agente pro-
inflamatério TPA. Apds algumas semanas surgem lesdes pré-malignas benignas
conhecidas como papilomas (a partir de 10 a 12 semanas), as quais podem regredir
ou progredir para o cancer de pele ndo-melanoma (a partir de 25 a 30 semanas).
Com esse modelo, portanto, € possivel monitorar eventos iniciais e tardios durante o
desenvolvimento e progressao do cancer na pele. Além disso, esse modelo tem
mostrado caracteristicas fenotipicas similares as do desenvolvimento de cancer de
pele ndo-melanoma em humanos, consistindo, portanto, de uma plataforma
adequada para o estudo e desenvolvimento de novas drogas contra esse tipo de
cancer (DLUGOSZ et al., 2002; FILLER et al., 2007). No presente trabalho, o0 modelo
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de inducdo quimica de cancer de pele n&o-melanoma, até o estagio de
aparecimento de lesdes pré-malignas, foi estabelecido com sucesso e permitiu a
observacdo dos efeitos preventivos do BTClI e do EB. Esses efeitos foram
evidenciados macroscopicamente com relagao a incidéncia, volume e aparéncia das
lesbes; e microscopicamente com relacdo as alteracbes histopatologicas

examinadas (Figuras 18 a 25 e Tabela 4).

Sementes de leguminosas sao fontes ricas de moléculas anticarcinogénicas
como isoflavonas, inibidores de protease, lectinas, peptideos, saponinas, inositéis e
acido fitico (DURANTI et al., 1997; JOANITTI et al., 2011). Essas moléculas
apresentam diferentes mecanismos de acdo e diferentes alvos moleculares e a
combinacao entre elas pode resultar em efeitos sinérgicos e aumentar a eficacia de
um tratamento (DURANTI et al., 1997; YAN et al.,, 2002; LANE et al., 2006). Em
particular, a semente de feijao-de corda (V. unguiculata) contém um total de 29% de
proteinas (dentre elas inibidores de protease), acidos graxos saturados (29,4%),
monoinsaturados (8,8%) e poliinsaturados (61,9%), além de maior concentracao de
compostos fendlicos livres e taninos, em comparacdo com outros legumes
(THANGADURAI, 2005; FROTA et al., 2008). O EB produzido no presente trabalho,
a partir dessas sementes, contém aproximadamente 10 tipos de moléculas de
natureza protéica (Figuras 16 e 17). A identificacdo de cada molécula ainda esta em
andamento, mas sabe-se que em torno de 8,5% das proteinas presentes foram

identificadas como sendo o BTCI.

Nos experimentos de prevencéo de cancer de pele ndo-melanoma, observou-
se que o grupo tratado topicamente com solucdo aquosa de EB foi 0 que apresentou

o melhor retardo na progressdo tumoral. Apesar de ainda ndo terem sido
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identificados todos os seus componentes, € possivel sugerir que ha um efeito
sinérgico entre as moléculas do EB na prevencdo desse tipo de cancer.
Adicionalmente, os dados obtidos com o tratamento tépico utilizando o BTCI
isoladamente sugerem que esse inibidor € uma das principais moléculas contidas no

EB envolvidas nesse efeito.

No modelo de inducdo de cancer de pele ndo-melanoma por DMBA/TPA,
muitas alteracbes em mecanismos moleculares e em vias de sinalizacdo celular sdo
bem estabelecidas e a avaliacdo das mesmas pode auxiliar na andlise dos
resultados de um tratamento preventivo. Além da atuacdo do DMBA como agente
mutagénico, o papel do TPA como agente promotor é fundamental para o
estabelecimento e progressdo do tumor. Em geral, os efeitos do TPA séo
reversiveis, mas uma exposicao prolongada induz a eventos genéticos irreversiveis
em fases tardias da progressdo tumoral (DLUGOSZ et al., 2002). Sucessivas
aplicacdes de TPA resultam em uma inflamacgéao crénica ativando vias de sinalizacéo
celular que regulam moléculas pré-inflamatérias, responséveis pelo recrutamento de
células inflamatorias para a derme. Essas células secretam citocinas e fatores de
crescimento que estimulam a proliferacdo das células da epiderme, remodelacéo
tecidual, angiogénese e a producdo de radicais livres, influenciando nas vias de

sinalizacao e contribuindo para a instabilidade genética (DLUGOSZ et al., 2002).

Estimulos mitogénicos e inflamatorios induzidos pelo TPA estéo relacionados
com o aumento da expressédo da enzima cicloxigenase-2 (COX-2) que, em geral,
apresenta-se em baixas concentracdes em um tecido saudavel. A super-expressao
de COX-2 é crucial para o desenvolvimento das lesdes tumorais, uma vez que a
inibicho dessa enzima, com o uso de drogas anti-inflamatorias, bloqueiam a
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progressdo tumoral. A COX-2 gera como sub-produtos diferentes prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos, a partir da catalise da molécula de acido araquiddnico
(DLUGOSZ et al., 2002). Seu sub-produto predominante nesse modelo de indugao
quimica é a prostaglandina E2 (PGE2), a qual atua em multiplas vias de sinalizacéo
celular mediando efeitos na proliferacdo de células da epiderme, inflamacdo e

angiogénese (DLUGOSZ et al., 2002).

No presente estudo, as analises de imunohistoquimica mostraram que a
concentracdo e distribuicdo de COX-2 estavam reduzidas nos grupos tratados com
BTCI ou EB (Figura 24). Nesses mesmos grupos, principalmente no do EB, as
alteracdes histopatoldgicas decorrentes da ativacdo de COX-2 (proliferacéo celular,
remodelacdo tecidual e angiogénese) também foram atenuadas (Tabela 4).
Inibidores da familia Bowman-Birk ja foram descritos por apresentar atividades anti-
inflamatérias in vitro e in vivo (WARE et al., 1999; TOUIL et al., 2008; DAI et al.,
2011; LI et al.,, 2011). Inflamacdes associadas a inducdo tumoral por agentes
guimicos foram inibidas pelo inibidor Bowman-Birk encontrado em sementes de soja
(BBI) e também por BBIC, um extrato de sementes de soja rico em BBl (KENNEDY,
1998 a; KENNEDY, 1998 b). O BBI inibe proteases secretadas por células
inflamatoérias e reduz a producdo de anions superoxido por leucocitos, atenuando
danos oxidativos que ocorrem na inflamacao (LOSSO, 2008; LI et al., 2011). Outros
trabalhos avaliaram os efeitos do BBI também em modelos animais de doencas
autoimunes, como a esclerose multipla, e observaram uma reducéo significativa na
inflamacg&o bem como na atenuacdo de danos neurais (TOUIL et al., 2008; DAI et
al., 2011; LI et al., 2011). Portanto, considerando a similaridade estrutural e funcional

do BTCI com o BBI é provavel que tanto o BTCI quanto o EB de V. unguiculata
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exercam algum tipo de atividade anti-inflamatéria durante o processo de indugéo
tumoral quimica. Mais experimentos suplementares sdo necessarios para esclarecer

esses efeitos.

Os efeitos preventivos observados nos grupos tratados com BTCI ou EB
sugerem gue esses compostos passaram, pelo menos parcialmente, pela epiderme.
Em humanos, a permeabilidade da pele por macromoléculas ou moléculas polares
carregadas € baixa (LOMBRY et al., 2000). No entanto, é importante considerar que
a pele de camundongos apresenta algumas diferencas com relacdo a de humanos:
ela € mais fina e apresenta um elevado numero de foliculos pilosos, os quais podem
ser utilizados como rotas para a penetracdo de moléculas (MAGNUSSON et al.,
2001). No presente experimento, a pele dos camundongos foi umedecida com agua
destilada por 2 minutos antes da aplicagéo topica das solucdes aquosas de BTCI ou
EB. Esse pré-tratamento pode ter facilitado a penetracdo das moléculas, tanto pelos
foliculos pilosos quanto pelos espacos entre as células da epiderme. Acidos graxos
sdo amplamente descritos na literatura como facilitadores na penetracdo de
farmacos e outros compostos pela pele (THONG et al., 2007). A presenca de acidos
graxos nas amostras de BTCI (Figura 55) e EB também pode ter contribuido para a
passagem das moléculas pela pele, especialmente nas fases mais tardias do
tratamento, quando a camada epidérmica torna-se mais espessa e 0 numero de

foliculos pilosos no local das lesbes pré-malignas é reduzido.

A atividade anticarcinogénica de inibidores de protease da familia Bowman-
Birk, no ambito do tratamento de tumores ja estabelecidos, é extensamente
documentada na literatura (KENNEDY, 1998 a; KENNEDY, 1998 b; JOANITTI et al.,
2006; LOSSO, 2008). Como inibidores dentro de uma mesma familia apresentam
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caracteristicas estruturais similares, tais semelhancgas abriram perspectivas para que
outras moléculas da mesma familia pudessem ser investigadas com relacdo as
atividades anticarcinogénicas. Estudos recentes relataram, pela primeira vez, que
amostras de BTCI (200 puM), membro da familia Bowman-Birk, eram capazes de
induzir efeitos citotéxicos em células de cancer de mama (MCF-7) sem alterar a
viabilidade de células de mama normais (MCF-10A) (JOANITTI, 2008; JOANITTI et
al., 2010). O BTCI é capaz de inibir a atividade proteolitica do proteassomo 20S,
purificado de células de cancer de mama MCF-7. O proteassomo € um complexo
protéico com atividade catalitica importante na degradacdo de proteinas
intracelulares e por meio dessa atividade contribui para a regulacdo de vias
relacionadas & homeostase celular. O BTCI é internalizado por células MCF-7 e
colocaliza-se com proteassomos no ndcleo e no citoplasma (SOUZA, 2009),
sugerindo que os efeitos citotéxicos do inibidor nas células tumorais estariam

relacionados a via proteassoma-ubiquitina (SOUZA, 2009). Apesar dessas

informacgdes, 0 mecanismo de acdo do BTCI ainda nao foi elucidado.

Em estudos in vitro, observou-se que o BTCI foi internalizado pelas células de
cancer de mama (SOUZA, 2009); porém uma grande proporcdo desse inibidor
permaneceu disperso no meio de cultura sob a forma de agregados (JOANITTI,
2008). Esse resultado sugeriu que a internalizacdo de apenas uma pequena
guantidade de BTCI seria suficiente para induzir os efeitos citotoxicos. Outro dado
observado foi o fato de muitas amostras de BTCI, com o mesmo perfil de pureza no
MALDI-TOF e incubadas na mesma concentracdo com células MCF-7, mostravam

efeitos variados como a redugédo, manutencdo e até mesmo aumento na viabilidade
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celular (JOANITTI, 2008). Esse comportamento imprevisivel foi inicialmente atribuido

ao processo de agregacao do BTCI.

A agregacao pode ocorrer por diferentes mecanismos e € influenciada por
fatores como solvente, pH e temperatura. Um dos mecanismos de agregacao
propostos para proteinas em seu estado nativo € a auto-associacdo entre 0s
mondmeros induzida pela forma e natureza quimica da superficie protéica (MAHLER
et al., 2009; PHILO et al.,, 2009). Nesse caso, monémeros tendem a formar
oligbmeros (menores que 20 nm), como dimeros e trimeros, por ligacbes nao-
covalentes entre si. A concentracdo de proteinas também € um fator determinante,
onde concentracbes elevadas favorecem a interacdo entre mondmeros e,
dependendo do tipo de proteina, leva a formacdo de oligbmeros seguida da
formacdo de agregados (maiores que 20 nm) (MAHLER et al., 2009; PHILO et al.,
2009). O BTCI apresenta varios residuos de aminoacidos hidrofébicos expostos ao
solvente 0 que caracteriza sua superficie como largamente hidrofébica. Essa
superficie € um dos fatores que determina a formacdo de oligbmeros e de
agregados do BTCI, principalmente com o aumento da concentracdo da proteina

(VENTURA et al., 1981).

Como relatado acima, postulou-se que a citotoxicidade do BTCI em células
MCF-7 era induzida pela inibicdo do proteassomo e para que tal inibicdo ocorra é
importante que o BTCI seja internalizado pelas células. O BTCI & uma inibidor de
proteases de baixa massa molecular (9 kDa) que é internalizado pelas células
(SOUZA, 2009), mas ainda ndo se sabe se esse transporte ocorre de forma
assistida ou ndo ou por meio de ligacao a algum receptor. Estima-se que o inibidor

deva estar em sua forma monomeérica ou oligomérica para ser internalizado. O BTCI
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em solucdo, em concentracdes elevadas ou na presenga de meio de cultura, pode
assumir diferentes proporcbes de formas macromoleculares (mondémeros,
oligdbmeros e agregados maiores) e, de certa forma, interferir na internalizagéo dessa
molécula. Essa internalizagdo sem um padrao definido pode explicar os efeitos
imprevisiveis na viabilidade de células tumorais. Para evitar isso, um dos objetivos
do presente trabalho foi testar a entrega do BTCI diretamente no citoplasma das
células, por meio de nanoestruturas, visando facilitar a interacdo do inibidor com
seus alvos citoplasméticos e resultar em efeitos citotOxicos  previsiveis e

intensificados.

Antes de iniciar o processo de encapsulacdo do BTCI em alguma
nanoestrutura, alguns ensaios visando avaliar o processo de agregacdo desse
inibidor foram realizados. Os dados mostraram que 0 processo de agregacdo do
BTCI sofre influéncia da composicédo, do pH e do tipo de detergente presente no
meio (Tabela 2). A diluicdo de 200 uM BTCI em meio de cultura DMEM levou a
formacéo de agregados, independente da presenca de soro fetal bovino. No entanto,
nessa mesma concentracdo de BTCI, ndo foram observados indicios de agregacao
em agua deionizada, solucdo salina ou PBS. Esse dado explicita a influencia dos
componentes do meio no processo de agregacgao desse inibidor. O meio de cultura
DMEM é composto basicamente por aminoacidos, vitaminas, glicose e por volta de 7
tipos de sais inorganicos (INVITROGEN, 2011). A concentragdo e os tipos de sais
influenciam na solubilidade das proteinas e também sado fatores determinantes no
processo de agregacdo (ZHANG et al.,, 2006). Portanto, a combinacdo dos sais

presente no meio DMEM podem ter favorecido a formacéo de agregados.
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Como o BTCI, outras moléculas, principalmente aquelas de uso terapéutico,
tem sido investigadas no sentido de encontrar substancias que possam minimizar o
efeito da agregacao. Por exemplo, a reducao na formagédo de agregados durante a
producdo e armazenamento de proteinas terapéuticas, como a insulina, por meio da
adicdo de substancias anfipaticas € amplamente utilizada na industria farmacéutica
(HAMADA et al., 2009). Moléculas anfipaticas séo caracterizadas por apresentar
tanto propriedades hidrofilicas quanto hidrofobicas e estdo relacionadas com o
aumento na solubilidade e estabilidade de compostos em uma solu¢do (HAMADA et
al., 2009). No presente trabalho, foram testadas algumas substancias anfipaticas,
visando a reducdo na formagdo de agregados de BTCI e levando,
consequentemente, a estabilizacao dessa proteina na forma

monomeérica/oligomérica.

O copolimero polietilenoglicol-fosfatidiletanolamina (PEG-PE) € uma molécula
anfipatica que, em solucbes aquosas, apresenta a tendéncia de se auto-organizar
em nanoestruturas esféricas (7 a 35 nm) denominadas de micelas (TORCHILIN,
2001; SAWANT & TORCHILIN, 2010). No presente trabalho, o efeito da adicdo de
diferentes cadeias de PEG-PE na agregacdo do BTCI foi avaliado. A adicdo de
PEG2000-PE ou PEGs000-PE, a partir da concentracao de 0,1 mM, reduziu a formagao
de agregados de BTCI (200 uM) em meio de cultura DMEM. No entanto, essa
concentracdo de micelas de PEGyg0-PE, ndo associadas ao BTCI, induziu efeitos
citotoxicos em células de céncer de mama, apos incubagdo por 24 a 72 horas

(Figuras 28 e 29).

Como PEG;000-PE € uma molécula anfipatica, ela pode atuar como um
detergente e desestruturar a membrana plasmatica de células quando em altas
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concentragdes. A reducao no tempo de incubacdo das micelas com as células para
6 horas permitiu manter a concentragédo de PEG-PE (2000 ou 5000 Da) em 0,1 mM
sem causar citotoxicidade (Figura 30). Micelas de PEGyo00-PE s@o mais utilizadas
para a entrega de farmacos, uma vez que a razdo de suas porc¢des hidrofilicas e
hidrofébicas favorece uma melhor porcentagem de encapsulacdo quando
comparadas com as de PEGsp-PE (LUKYANOV et al., 2002). Como micelas de
PEG2000-PE e PEGsp0-PE, ndo associadas ao BTCI, apresentaram perfis
semelhantes com relacdo a citotoxicidade, decidiu-se prosseguir os estudos

utilizando-se micelas PEG,qgo-PE.

O tratamento de células de céncer de mama com BTCI associado ao
PEG2000-PE néo resultou em alteracbes na viabilidade celular (Figura 31),
provavelmente devido a uma interacdo inadequada das micelas com as células
(Figura 32). O mecanismo de associacao e internalizacdo das micelas ainda néo foi
totalmente esclarecido, mas, sabe-se que apesar dessas particulas néao
atravessarem a membrana plasmatica, elas podem ser internalizadas por endocitose
(TORCHILIN, 2001; KIM et al., 2010; SAWANT & TORCHILIN, 2010). As micelas de
PEG,000-PE apresentam carga negativa em sua superficie, devido a presenca do
polimero PEG, e essa caracteristica tem sido associada a reducdo na interacdo das

mesmas com células (TORCHILIN, 2001; SAWANT & TORCHILIN, 2010).

Para favorecer e intensificar a interacdo de macromoléculas e nanoestruturas
com a membrana plasmatica, peptideos conhecidos como cell-penetrating peptides
(CPPs) vém sendo utilizados) (TORCHILIN, 2005; TORCHILIN, 2007). Os CPPs
apresentam varios residuos de aminoacidos carregados positivamente, como lisinas
e argininas, conferindo uma carga liquida positiva ao peptideo (CHOI et al., 2011).
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Os mecanismos de penetragcdo ainda estdo em discussao, mas sugere-se que
cargas positivas dos CPPs associam-se as cargas hegativas da membrana
plasmatica e facilitam a internalizacdo de nanoestruturas por meio da penetracédo
direta através da membrana ou por endocitose (CHOI et al., 2011). Para que essa
interacdo aconteca de forma mais eficiente é preciso que o CPP esteja exposto na
superficie da micela. Caso contréario, as cadeias de PEG podem formar um bloqueio
estérico e impedir o acesso do peptideo a membrana plasmética. Uma maneira de
se obter tal nanoestrutura é acoplar o peptideo em copolimeros com cadeia PEG
mais longa e inseri- lo na composicdo de micelas com cadeia PEG mais curta
(HASHIZAKI et al., 2003). Os resultados apresentados na figura 33 mostram que a
interacdo de micelas PEG-PE com o uso do CPP TAT em células de cancer de
mama foi favorecida. No entanto, como a utilizacdo de co-polimeros com cadeia de
PEG menor (750 Da) e a presenca da carga positiva do TAT induziram a agregacao
do BTCI, ndo foi possivel prosseguir os estudos citotdxicos utilizando essa

formulacado (Figura 34 e Tabela 9).

Uma outra estratégia utilizada para otimizar a internalizacdo de
nanoestruturas consiste no acoplamento de anticorpos em sua superficie. O
anticorpo monoclonal 2C5 é capaz de reconhecer nucleossomos associados a
membrana de células tumorais de diversas origens (ELBAYOUMI et al., 2007). Seu
acoplamento na superficie externa de micelas PEG-PE encapsulando a droga
paclitaxel resultou em uma melhor interacdo e, consequentemente, maior
citotoxicidade da droga apos incubacdo com células tumorais (WANG et al., 2010).
No presente trabalho, imunomicelas com PEG-PE e anticorpo 2C5 foram formuladas

e sua incubacdo com BTCI levou a formacédo de apenas alguns agregados de BTCI
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no meio de cultura. Entretanto, o tratamento de células de cancer de mama com

BTCI associado as imunomicelas ndo alterou a viabilidade celular (Figura 36).

Os resultados aqui apresentados mostraram que a associacdo do BTCI com
PEG2000-PE (com superficie modificada ou ndo) reduziu a formacgéo de agregados do
inibidor em meio de cultura, mas néo favoreceu a citotoxicidade em células tumorais.
A formacédo de micelas se da por um equilibrio termodindmico onde a permanéncia e
estabilidade dos co-polimeros na sua forma monomérica ou micelar depende dos
valores de CMC e também das interacdes com outros compostos (TORCHILIN,
2001; SAWANT & TORCHILIN, 2010). Os dados obtidos sugerem que a interacao
de PEG-PE com BTCI alterou a estabilidade das micelas ou que o complexo
formado entre as duas moléculas ndo permitiram a associa¢do adequada de PEG-
PE para obtencdo de micelas estaveis. Nesse sentido, a incubacédo de micelas de
PEG-PE fracamente associadas a moléculas de BTCI com células tumorais pode
acarretar em uma interacdo apenas das moléculas de PEG-PE sem carregar o BTCI
nesse processo. Por essas razdes, decidiu-se entdo, tentar encapsular o BTCI em
outro sistema de nanoestruturas que fosse termodindmicamente mais estavel que as

micelas.

A encapsulacao de proteinas terapéuticas e outros farmacos em lipossomos é
bem estabelecida na literatura. Eles podem ser usados tanto para liberacéo
controlada de farmacos quanto para entregar seu conteudo diretamente no
citoplasma das células (COLLETIER et al., 2002; TORCHILIN, 2008). Considerando
essas caracteristicas e facilidades do uso desse sistema, a encapsulacdo do BTCI
em lipossomos foi investigada e comparada entre varias formulacdes. Lipossomos

cationicos preparados pelos métodos REV e F / T apresentaram as melhores taxas
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de porcentagem de encapsulacdo do BTCI, carga, tamanho e estabilidade quando

comparada com as outras formulacdes e métodos testados (Tabelas 14 e 15).

Interacdes eletrostaticas entre a proteina e a superficie lipidica favorece a
encapsulacdo (COLLETIER et al., 2002), como exemplificado pela utilizacdo de
fosfolipidios carregados positivamente para melhorar a encapsulacdo da proteina
hirudina, que em pH 7 tem a carga elétrica liquida negativa (MENG et al., 2008).
Para favorecer as interacfes eletrostaticas, a encapsulacéo foi feita em tampé&o com
forca ibnica reduzida (MENG et al., 2008). Similarmente a hirudina, o BTCI tem o
ponto isoelétrico baixo (4,3) e apresenta carga elétrica liquida negativa em pH 7. A
utilizacdo de PBS diluido (forca ibnica menor) e do fosfolipidio DOTAP (carregado
positivamente) resultou em aumento na porcentagem de encapsulacdo de BTCI em

aproximadamente quatro vezes (Tabela 14).

Além de aumentar e porcentagem de encapsulacdo, os lipossomos
catibnicos, apresentam a vantagem de aderir a membrana plasmatica de células
(que tem carga negativa) por interacdes eletrostaticas e facilitar a entrega de seu
contetdo. Desde seu primeiro uso, em 1987, inimeros lipossomos catibnicos vém
sendo produzidos e utilizados para a entrega de macromoléculas como RNAS,
DNAs, peptideos e proteinas in vitro, in vivo e em ensaios clinicos (LONEZ et al.,
2008). Experimentos de citometria de fluxo mostraram que a interacdo de
lipossomos catidbnicos de BTCI com células de céancer de mama foi diretamente
proporcional a concentracao de lipidios (Figura 42). Essa interacdo foi observada
tanto com relacdo aos lipossomos quanto com relacdo ao BTCI (Figuras 43). No
entanto, nenhuma alteracdo na viabilidade celular foi observada (Figura 44).

Considerando que esses resultados possam ter ocorrido devido a baixa
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concentragcdo de BTCI entregue por lipossomos catidnicos, outra estratégia

consistindo no acoplamento de ligantes na superficie dos lipossomos foi empregada.

A transferrina € uma glicoproteina conhecida por transportar ferro, o qual &
um composto indispensavel para a divisao celular (MACEDO et al., 2008). A super-
expressdo de receptores de transferrina foram observadas em células tumorais de
cancer de mama (MCF-7) e de colo do atero (Hela) (MACEDO et al.,, 2008).
Portanto, o acoplamento de transferrina na superficie de lipossomos é uma
estratégia interessante para aumentar a associagcdo dessas nanoestruturas com as
células tumorais. No presente trabalho, diferentes proporcées de transferrina (Tf-
PE) resultaram em nanoestruturas com tamanho e potencial zeta variados (Tabela
21). O papel da transferrina na interacdo com as células foi observado em ensaios
de competicdo, quando a adicdo prévia de transferrina livre reduziu a interacdo dos
lipossomos Tf-PE (Figura 46). Segundo ensaios realizados por citometria de fluxo, a
interacdo nas células MCF-7 foi mais eficiente com lipossomos 0,5% Tf-PE do que
com os lipossomos catibnicos, sem Tf-PE, enquanto que na linhagem Hela o
resultado foi o oposto (Figuras 45 e 46). Esses resultados, apesar de preliminares,
indicam que essas linhagens apresentam potencial de membrana celular e/ou
expressdo de receptores de transferrina diferenciados. O tratamento de células
MCF-7 e Hela com os lipossomos, com ou sem 0,5% Tf-PE, e encapsulando BTCI

nao resultaram em alteracgdo significativa na viabilidade celular (Figura 47).

Lipossomos sao internalizados pelas células por meio de diferentes
mecanismos, sendo que o principal deles € a endocitose (KHALIL et al., 2006). A
endocitose € um processo dependente de energia e consiste na internalizacao,
acionada pela ligacdo a receptores ou interacdes eletrostaticas, de macromoléculas/
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nanoestruturas em vesiculas endossomais. Os endossomos passam por etapas de
maturacéo (reducdo do pH) seguido da fusdo dos mesmos com lisossomos, onde
ocorre a degradacdo enzimatica de seu conteudo (KHALIL et al., 2006). A
degradacdo do contetdo dos lipossomos por enzimas lisossomais é potencialmente
prejudicial para a atividade das macromoléculas encapsuladas em seus alvos
citoplasmaticos (BARU et al., 1998; HASEGAWA et al.,, 2001). A fim de evitar a
degradacdo pelo lisossomo, a incorporacdo de moléculas carregadas positivamente
na composi¢cdo dos lipossomos tem sido utilizada. Nessas condi¢des, essas
nanoestruturas se fundem com a membrana dos endossomos e liberam seu
conteldo diretamente no citoplasma das células, evitando a degradacao pelas
enzimas do lisossomo (KHALIL et al., 2006). O destino intracelular final dos
lipossomos, com ou sem 0,5% Tf-PE, foi examinado visando avaliar os efeitos

intracelulares do conteudo lipossomal encapsulado.

Na linhagem Hela, parte dos lipossomos sem Tf-PE co-localizaram com
lisossomos (Figura 49 e Tabela 22). A interacéo dos lipossomos com 0,5% Tf-PE foi
menor e esses localizaram-se principalmente na superficie das células,
corroborando com os dados obtidos anteriormente por ensaios de citometria de
fluxo (Figura 45 e 46). Na linhagem MCF-7, os lipossomos com 0,5% Tf-PE
organizaram-se em forma de agregados na superficie das células e apresentaram
internalizacdo nao-uniforme de moléculas de BTCI. Notou-se também que os
lipossomos sem Tf-PE n&o estavam co-localizados com lisossomos, mas as
moléculas de BTCI sim (Figura 48 e Tabela 22). A ndo co-localizacdo dos
lipossomos sugere que o destino final dos mesmos néao foi para os lisossomos e que

a liberacdo do seu contetdo pode ter ocorrido diretamente no citoplasma. Proteinas
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presentes no citoplasma das células podem associar-se aos seus alvos
citoplasmaticos e/ou serem degradadas (CIECHANOVER, 2012). Nesse contexto,
esses dados sugerem que o BTCI pode ter sido direcionado para os lisossomos, por
algum mecanismo desconhecido, e degradado por essa organela. Mais estudos s&o
necessarios para esclarecer o mecanismo e o trafego intracelular de moléculas de

BTCI.

De acordo com os resultados apresentados acima, a hipétese de que a
entrega de BTCI diretamente no citoplasma da célula tumoral otimizaria seus efeitos
citotoxicos nado foi confirmada. Com base nesses dados, foi questionado se a
presenca de algum outro composto nas amostras de BTCI poderia ser o responsavel
pela citotoxicidade observada em estudos anteriores (JOANITTI, 2008; SOUZA,
2009; JOANITTI et al.,, 2010). Essa citotoxicidade poderia ser exercida pelo
composto isoladamente ou de forma sinérgica com o BTCI e resultar no efeito

citotéxico em células de cancer de mama.

Sementes de V. unguiculata apresentam diversos componentes de natureza
protéica, lipidica ou glicidica (THANGADURAI, 2005). No presente trabalho, a
pureza de todas as amostras de BTCI foi avaliada por MALDI-TOF apos a
cromatografia (Figura 15). Segundo essas analises, apenas o pico referente ao BTCI
foi observado, ou seja, as amostras foram consideradas puras. O MALDI-TOF é
extremamente sensivel na determinacdo acurada da massa molecular e na
identificacdo de peptideos e proteinas. Apesar disso, a deteccdo de alguns
compostos por essa técnica pode variar consideravelmente de acordo com: o tipo de
matriz e solventes utilizados na preparacdo da amostra; concentracdo da amostra; e
de propriedades estruturais e funcionais do proprio composto a ser analisado

144



(LUBEC et al., 2007). Por exemplo, a identificacdo de &cidos graxos e flavondides
(moléculas de baixa massa molecular) por MALDI-TOF utilizando matrizes
convencionais como CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) ou DHB (2,5-
dihydroxybenzoic acid) é dificil, uma vez que os sinais da matriz e das amostras se
sobrepdem dificultando a avaliagdo dos dados (FUCHS et al., 2010). Portanto, como
a matriz CHCA foi utilizada na caracterizacdo das amostras de BTCI, € possivel que
outras moléculas possam ter sido eluidas juntamente com a proteina de interesse e
nado foram detectadas pelo MALDI-TOF, por estarem presentes em baixas

concentracfes ou devido a natureza da molécula.

Diferentes amostras de BTCI livre mostraram diferencas quanto a
citotoxicidade em células MCF-7 (Figura 50), mesmo apresentando o mesmo perfil
de pureza previamente determinado por MALDI-TOF (Figura 15). Esses resultados
nao foram atribuidos a possiveis diferencas no perfil protéico, nem tdo pouco a
variacfes na atividade de inibicdo de tripsina e quimotripsina, uma vez que nenhuma
diferenca foi encontrada entre elas (Figuras 51 a 54). As amostras foram entéo
analisadas quanto a presenca de moléculas de natureza lipidica e verificou-se que
todas continham &cidos graxos (Figura 55). A co-eluicdo de acidos graxos e
proteinas em cromatografias de amostras naturais € um evento relativamente
comum. Em geral, as resinas biopoliméricas (agarose ou celulose), utilizadas na
cromatografia de proteinas, favorecem a adsorcdo ndo especifica de lipidios
(GARDNER, 1996). Por exemplo, durante a cromatografia de proteinas presentes no
leite ou no plasma, acidos graxos podem ser co-eluidos com fragbes de proteinas
(GARDNER, 1996). Para evitar isso, o leite ou plasma passam por um pré-

tratamento de delipidacdo para remover a maior quantidade lipidios possiveis antes
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de ser cromatografado (GARDNER, 1996). Sementes de V. unguiculata sédo ricas
em acidos graxos (FROTA et al., 2008) e esses lipidios sdo removidos das
sementes durante a obtencdo do EB, nas etapas de precipitacdes e centrifugagdes.
No entanto, os resultados aqui apresentados mostraram que acidos graxos, em
guantidades variadas, ainda estavam presentes nos diferentes lotes de EB e de

BTCI.

A amostra de BTCI que apresentou citotoxicidade em células MCF-7 foi a que
continha menor quantidade de acido graxos (~ 30 uM). O aumento na viabilidade
celular em relacdo ao controle, observado em algumas amostras de BTCI, pode ter
ocorrido devido a utilizacdo desses acidos graxos pelas células MCF-7 como fonte
de energia. No entanto, ndo foi possivel avaliar se a reducdo na concentracdo de
acidos graxos presentes nas amostras implicaria em uma maior atividade
anticarcinogénica, uma vez que , além da quantidade, os tipos de acidos graxos
podem influenciar na atividade de proteinas. Por exemplo, a associa¢do da proteina
do leite a-lactalbumina bovina com acido oléico ou linoléico (insaturados) resultam
em citotoxicidade para células tumorais; ja essa associacdo com acido estearico

(saturado) néo altera a viabilidade celular (ZHANG et al., 2009).

Adicionalmente, a presenca de acidos graxos poderia estar relacionada com o
processo de agregacdo do BTCI em meio de cultura. Acidos graxos podem interagir
com residuos hidrofébicos de proteinas e propiciar a formacao de agregados, como
ja foi reportado para a a-lactalboumina bovina (ZHANG et al., 2009). Considerando
gque o BTCI apresenta superficie hidrofébica formada por varios residuos de
aminoacidos expostos ao solvente, a interacdo de acidos graxos com esses

residuos pode acontecer, o que poderia favorecer a formacédo de agregados do
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BTCI. Essa interagéo pode explicar as diferengas observadas na citotoxicidade das

amostras de BTCI contra as células de cancer de mama.

Outra hipotese para variacdes na citotoxidade entre amostras de BTCI seria a
presenca de compostos do metabolismo secundario das plantas, como os polifenadis.
Esses compostos podem associar-se a proteinas ligando-se preferencialmente a
residuos de triptofano, cisteina, lisina e grupamentos amino livres, por interacdes do
tipo de hidrogénio, ibnicas e hidrofébicas. Nem sempre ocorre mudanca na estrutura
secundaria ou terciaria da proteina apds a interagdo, no entanto, os polifenois
podem induzir ligacdes cruzadas entre as moléculas de proteina e alterar sua carga
e solubilidade (RAWEL et al., 2002; PAPADOPOULOU et al., 2005). RAWEL e
colaboradores (2002), mostraram que alguns polifendis podem se associar a
proteinas da soja, inclusive a inibidores de protease da familia Bowman-Birk. Além
disso, os polifendis, dentre eles as isoflavonas, sdo amplamente descritos por seus
efeitos anticarcinogénicos, antioxidantes e antimicrobianos (MIDDLETON et al.,
2000; JOANITTI et al., 2011). Portanto, € necessario investigar se a auséncia ou
presenca de polifendis ligados ao BTCI pode estar relacionada as variacbes na
citotoxicidade entre as amostras. A presenca de populacdes de BTCI com diferentes

moléculas associadas deve ser investigada a fim de avaliar as hipoteses levantadas.

O estudo ora apresentado mostra os efeitos do BTCI e do EB de sementes de
V. unguiculata na area de oncologia. Com relacdo aos efeitos na viabilidade celular,
dados preliminares desse trabalho evidenciam que ha variagdes no perfil de pureza
de amostras de BTCI e que essas diferencas podem estar relacionadas com a
atividade citotoxica em células de cancer. E importante ressaltar que estudos
anteriores mostraram a reducédo da proliferacdo e a inducédo da morte de células de
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cancer de mama apoés tratamento com BTCI. Além disso, esses efeitos citotoxicos
foram especificos para as células tumorais, uma vez que ndo foram observadas
alterac6es na viabilidade de células de mama normais (JOANITTI, 2008; JOANITTI
et al., 2010). Esses resultados sao promissores e mostram o potencial das amostras
de BTCI no tratamento de céancer. Portanto, estudos visando esclarecer as
moléculas e os mecanismos de acdo envolvidos nesse efeito sdo necessarios para
estabelecer essas amostras como agentes anticarcinogénicos e investigar o futuro

emprego das mesmas em tratamentos contra o cancer de mama.

Com relacao aos efeitos preventivos, os resultados obtidos no modelo animal
de cancer de pele ndo-melanoma sugerem que o BTCI e o EB de sementes de V.
unguiculata sé@o capazes de retardar a progressdao desse tipo de cancer,
provavelmente exercendo efeitos anti-inflamatérios. Os dados aqui apresentados
também permitem concluir, pela primeira vez, que o BTCI e o EB sdo importantes
compostos na prevencdo de cancer de pele ndo-melanoma e abrem perspectivas
para estudar seus efeitos em lesGes tumorais de outras areas. Os resultados
também apontam um possivel efeito anti-inflamatério exercido pelas amostras de
BTCI e EB. A confirmacédo desse novo dado pode ampliar o espectro de atividades e
aplicagbes desses compostos, se estendendo ndo s6 a prevencdo de cancer, mas
também podendo atuar na reducdo de processos inflamatorios. Estudos adicionais
sdo necessarios para melhor esclarecer os mecanismos de acdo, a concentracao
efetiva, os efeitos anti-inflamatorios e a investigacdo da identidade e interacdes
sinérgicas de outras moléculas presentes no EB. Tais investigacdes serdo muito

Uteis para auxiliar no desenho de novas estratégias preventivas no tratamento de
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cancer de pele ndo-melanoma e também de outras doencas relacionadas as

inflamacdes agudas ou cronicas.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

1) O BTCI e o extrato de sementes de Vigna unguiculata apresentaram efeitos
preventivos contra cancer de pele ndo-melanoma reduzindo: a incidéncia e o volume
de lesbes pré-malignas; a frequéncia de alteracdes histopatoldgicas; a proliferacédo

celular e a producéo de COX-2.

2) O extrato de sementes de V. unguiculata apresentou o melhor efeito preventivo
contra cancer de pele ndo-melanoma, provavelmente devido a mecanismos de

sinergia entre o BTCI e as outras proteinas que o compde.

3) A associacao do BTCI (200 uM) com micelas, compostas por 0,1 mM de PEG20-
PE ou de PEGsp0-PE, reduziu a formacado de agregados do inibidor em meio de

cultura.

4) A modificacdo da superficie das micelas, com a adicdo do peptidio TAT ou do
anticorpo monoclonal 2C5, intensificou a interacdo das micelas, mas ndo favoreceu

a citotoxicidade em células de cancer de mama.

5) Lipossomos catibnicos, preparados pelo método de evaporagdo de fase reversa
(REV), reduziram a agregacéao do BTCI em meio de cultura e aumentaram a taxa de

encapsulacéo do inibidor, sem alterar a atividade inibitéria do mesmo.

6) A presenca de cargas positivas na superficie dos lipossomos aumentou a

associacao e internalizacado das nanoparticulas em células MCF-7 e Hela; enquanto
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gue a presenca de transferrina (0,5% Tf-PE) na superficie dos lipossomos induziu a
agregacdo das nanoparticulas, resultando na reducdo da internalizacdo nessas

células.

7) As moléculas de BTCI liberadas, por lipossomos catibnicos, no citoplasma das
células MCF-7 apresentaram-se co-localizadas com lisossomos e nao induziram

citotoxicidade nessas células.

8) Amostras de BTCI livre com diferentes efeitos citotdxicos apresentaram
semelhancas quanto ao perfil protéico, mas diferencas quanto a concentracdo de
acidos graxos. Esses resultados indicam que é preciso investigar a influencia dos

acidos graxos na citotoxicidade do BTCI.
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