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RESUMO

Inibidores de peptidase da familia Kunitz possuem diversos mecanismos de agao
anticancer. O Inga laurina Trypsin inhibitor (ILTI) possui conhecida atividade
inseticida, fungicida e antibiofilme e foi recentemente produzido por expressao
heterdloga com potencial atividade anticancer in vitro. Entretanto, seu
mecanismo de acgdo anticadncer ndo foi elucidado. A fim de incrementar os
conhecimentos disponiveis sobre a agao anticancer de inibidores de peptidase
vegetais, propomos investigar as propriedades anticancer do ILTI em modelo de
leucemia. Para a obtencdo das curvas de citotoxicidade do ILTI, foi realizado o
teste de triagem com o sal tetrazdlio MTT nas linhagens leucémicas KG-1,
Kasumi e K-562 expostas as concentragdes de 0,5 e 5 pM, por 24 h. Seguiu-se
com a avaliacdo da citotoxicidade com resazurina nas linhagens Raji, CCRF-
CEM, KG-1, Kasumi-1 e K-562, expostas as concentracdes de 0,1 e 0,5 uM de
ILTI, por 24 h O mecanismo de agao anticancer do ILTI foi verificado no modelo
de leucemia mieldide crénica K-562 por citometria de fluxo. Utilizou-se o ILTI a
0,07 upM, concentragdo correspondente ao ICso obtido no ensaio de
citotoxicidade com o iodeto de propidio (P1), em 24 h. O tipo de morte celular foi
verificado utilizando-se dupla marcagao com anexina-V-FITC/Pl apds 24 h de
exposicao ao ILTI. Realizou-se também o ensaio de ativagdo de caspase-3 com
o anticorpo PE Rabbit Anti-Active Caspase-3 apos 12 e 24 h. O ciclo celular foi
analisado utilizando-se marcacédo com PI, apos 24 h. O ILTI foi citotéxico para
as linhagens Raji, CCRF-CEM, KG-1, Kasumi-1 e K-562. Células leucémicas K-
562 tratadas com o ILTI sofreram processo de apoptose mediado pela ativagao
de caspase-3. Aparentemente, apoptose foi a principal via de morte ativada, uma
vez que houve um aumento insignificante de morte por necrose. E possivel que
a apoptose provocada por ILTI possua envolvimento com a parada do ciclo
celular na fase G2/M observado em células K-562. Experimentos futuros incluem
a ativacao de caspase-9, liberacdo de citocromo C e perda de potencial
mitocondrial, para trazer um melhor entendimento da atividade anticancer do
ILTI.

Palavras-chave: leucemias, leucemia mieldide cronica, inibidores, apoptose.



ABSTRACT

Kunitz family peptidase inhibitors have several anticancer mechanisms of action.
Inga laurina Trypsin inhibitor (ILTI) is known for its insecticidal, fungicidal and
antibiofilm activities. Recently, ILTI was produced by heterologous expression
and exhibited potential in vifro anticancer activity. However, the anticancer
mechanism of action has not been elucidated. In order to increase the available
knowledge about the anticancer action of plant peptidase inhibitors from the
Kunitz family, we propose to investigate the anticancer properties of ILTI in a
leukemia model. The screening test was performed with the tetrazolium salt MTT
using the leukemic strains KG-1, Kasumi and K-562 exposed to ILTl at 0.5 and 5
MM for 24 h. The test with resazurin was performed on the Raji, CCRF-CEM, KG-
1, Kasumi-1 and K-562 strains, exposed to ILTI between 0.1 and 0.5 uM, in 24 h,
to obtain the curves of cytotoxicity. The anticancer mechanism of action of ILTI
was verified in the model of chronic myeloid leukemia K-562 by flow cytometry.
ILTI was used at 0.07 uM, concentration corresponding to the ICso obtained in the
cytotoxicity assay with propidium iodide (Pl), in 24 h. The type of cell death was
verified using annexin-V-FITC/PI double labeling after 24 h of ILTI exposure. The
caspase-3 activation assay was also performed with PE Rabbit Anti-Active
Caspase-3 antibody after 12 h and 24 h. The cell cycle was analyzed using PI
labeling after 24 h. ILTI was cytotoxic to Raji, CCRF-CEM, KG-1, Kasumi-1 and
K-562 strains. K-562 leukemic cells treated with ILTlI underwent apoptosis
process mediated by caspase-3 activation. Apparently, apoptosis was the main
pathway of activated death, since there was insignificant increase in death by
necrosis. It is possible that ILTIl-induced apoptosis is involved with cell cycle
arrest in the G2/M phase observed in K-562 cells. Future experiments should
include activation of caspase-9, release of cytochrome c¢ and loss of
mitochondrial potential, to corroborate current results and bring a better
understanding of the anticancer activity of ILTI.

Keywords: leukemias, chronic myeloid leukemia, inhibitors, apoptosis.
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1 INTRODUGAO

O cancer responde por uma em cada seis mortes no mundo. E um dos grandes
responsaveis por Obitos prematuros na maioria dos paises (WHO, 2020). As
leucemias sdo um grupo heterogéneo de desordens malignas do sangue e medula
O0ssea que compreendem mais de 12 subgrupos biologicamente distintos
caracterizadas por aumento no numero de leucdcitos no sangue e/ou medula 6ssea
(JULIUSSON & HOUGH, 2016). De modo geral, as substancias anticancer precisam
alterar o metabolismo celular levando & parada do ciclo celular e/ou @ morte celular. E
necessario o desenvolvimento de moléculas que afetem mais as células tumorais do
que as normais, ou seja, que sejam mais especificas, e que ativem mecanismos de
morte celular, em especial a apoptose (tipo de morte que estimula baixa resposta
inflamatoria). Embora, em estudos recentes, a apoptose tenha sido considerada um
tipo de morte ideal para a eliminagcédo de células malignas, a maioria destas células
tem a capacidade de resistir a apoptose (GALLUZZ} et al., 2018; ALl et al., 2016).

Inibidores de peptidase sdo moléculas amplamente distribuidas na natureza
que regulam proteases alvo, bloqueando sua atividade exacerbada. Podem ser
peptideos com 15 a 60 residuos de aminoacidos ou pequenas moléculas e seus
analogos. No ser humano, estas moléculas possuem como principal fungado endégena
a inibicdo da protedlise indesejada em situagdes fisiologicas e patologicas, e regulam
a ativacdo de coenzimas e a liberagdo de polipeptideos biologicamente ativos
(COTABARREN et al., 2019). Situando-se entre os produtos de origem natural, os
inibidores de peptidase possuem multiplas atividades biolégicas que incluem agéo
antitumoral, anticoagulante, anti-hipertensiva e antioxidante. Tem sido empregado no
tratamento de doengas imunolodgicas, inflamatérias, respiratorias, cardiovasculares e
neurodegenerativas, além de serem uteis no design de medicamentos (EATEMADI et
al., 2017).

O Inga laurina Trypsin inhibitor (ILTI), um inibidor de peptidase pertencente a
familia Kunitz, € purificado das sementes de uma arvore popularmente conhecida
como inga branco. Muitos estudos ja avaliaram o efeito de ILT| em diferentes modelos,
como atividades inseticidas, fungicida e antibiofiime. Recentemente, a proteina ILTI
foi produzida através de expresséo heterdloga, sendo avaliado também seu potencial
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anticancer in vitro, em células de tumor de ascite de Erlich apesar de as
caracteristicas moleculares que regulam sua atividade anticancer sejam
desconhecidas (CARNEIRO et al.,, 2018, MACEDO et al., 2007, 2011, 2016),.
Portanto, sdo necessarios estudos que objetivem n&do apenas a verificagdo da
atividade anticancer do ILTI em células neoplasicas humanas, mas também a
descricdo de seu mecanismo de acgdo. E, desta forma, a fim de incrementar os
conhecimentos disponiveis sobre a acdo anticancer de inibidores de peptidase
vegetais, propomos investigar as propriedades anticancer do ILTI em modelos de

leucemia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

A incidéncia e mortalidade por cancer tém crescido de maneira global. Em
2018, estima-se que 18 milhdes de pessoas desenvolveram cancer, e 9,6 milhdes
morreram devido a doenga (BRAY et al., 2018). O numero de ébitos pode alcangar
29,4 milhdes até o ano de 2040, destacando-se uma previsdo de grande aumento nos
paises de média e baixa renda, onde mais de dois tercos dos casos de cancer
ocorrerdao (WHO, 2020). No Brasil, estdo estimados 625 mil novos casos de cancer
anualmente no triénio 2020-2022 (INCA, 2019).

As células cancerigenas emitem sinais proliferativos que ativam o crescimento
celular, a replicagado do DNA e a divisao celular, mesmo quando n&o sao necessarias
novas células no organismo. Oncogenes s&o ativados por mutagdo expressando
proteinas alteradas que transmitem sinais proliferativos por meio da interacdo de
receptores tirosinas e/ou treoninas quinases (FUJITA et al., 2021). Assim, espera-se
o desenvolvimento de terapias contra o cancer que atuem de forma seletiva, afetando
mais as células tumorais do que as normais e que ativem mecanismos de apoptose,
tipo de morte que estimula baixa resposta inflamatéria. Isto se da principalmente
porque ja se sabe que a maioria das células malignas desenvolvem mecanismos que
levam ao bloqueio da apoptose, o que faz com que haja um aumento na sobrevida
das células malignas (GALLUZZI et al., 2018; ALI, et al., 2017).

Terapias adjuvantes anticancer tem sido buscadas nas ultimas décadas para
melhorar os resultados terapéuticos das quimioterapias. Alguns exemplos sao a
radioterapia e as terapias alvo-especificas (MARMITT et al., 2020). Compostos de
origem natural, derivados de plantas, tém sido estudados e utilizados na terapia
anticancer por muitos anos (GALI-MUHTASIB et al., 2015).
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2.2 LEUCEMIAS

As leucemias sdo um grupo heterogéneo de desordens malignas do sangue e
medula 6ssea que compreendem mais de 12 subgrupos biologicamente distintos
caracterizadas por aumento no numero de leucdcitos no sangue e/ou medula 6ssea
(JULIUSSON & HOUGH, 2016). No mundo, as leucemias sdo o décimo quinto tipo de
cancer mais incidente (Tabela 1) e ocupam o décimo lugar em numero de mortes
(Figura 1). Estimaram-se 437 mil novos casos de leucemia no mundo em 2018 e 309
mil mortes (BRAY et al., 2018). Para o Brasil, estimaram-se 2.390 novos casos de
leucemias no ano de 2020 (INCA, 2019).

Tabela 1 - Os quinze canceres mais incidentes no mundo (Adaptado de BRAY, 2018).

Tipo de Cancer Numero de Casos

(% em relagao a todos os tipos de canceres)
Pulmao 2.093.876 (11,6)
Mama 2.088.849 (11,6)
Prostata 1.276.106 (7,1)
Codlon 1.096.601 (6,1)
Pele ndo melanoma 1.042.056 (5.8)
Estdmago 1.033.701 (5.7)
Figado 841.080 (4,7)
Reto 704.376 (3,9)
Eséfago 572.034 (3,2)
Colo do utero 589.847 (3,2)
Tireoide 549.393 (3,0)
Bexiga 509.590 (2,8)
Linfoma Nao-Hodgkin 509.590 (2,8)
Pancreas 458.918 (2,5)
Leucemia 437.033 (2,4)
Todos os tipos de canceres 18.078.957

O termo “Leukamie”, ou “sangue branco” foi cunhado por volta de 1845 pelo
patologista Rudolf Virchow. Nesta época, ele ja sabia que alteragdes na hematopoiese
eram a causa da esplenomegalia e leucocitose observadas em seus pacientes. Em
1960, Peter Nowell e David Hungerford observaram pela primeira vez a ligagéo entre
cromossomos e cancer ao descobrirem o que mais tarde foi denominado cromossomo
Philadelfia (Ph). Em 1973, Janet Rowley observou que o cromossomo Ph era
resultado de uma translocacgao reciproca entre o cromossomo 9 e 22 demonstrando
pela primeira vez que uma alteracdo cromossbmica pode provocar cancer
(MINCIACCHI; KUMAR; KRAUSE, 2021).
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Atualmente, sabe-se que a translocagao t(9;22)(q34;911) da origem ao
oncogene quimeérico denominado BCR-ABL1. Tal gene expressa a tirosinoquinase
BCR-ABL1, uma proteina multidominio com as isoformas 185 kDa, 210 kDa e 230
kDa, encontradas principalmente na leucemia linfocitica aguda, na leucemia mieldide
cronica e na leucemia neutrofilica crénica, respectivamente. A isoforma apresentada
depende do ponto de quebra que ocorre no gene BCR (HAIDER; ANWER, 2020;
KOMOROWSKI et al., 2020; AMARANTE-MENDES et al., 2022). A translocagao
1(9;22)(q34;911) ocorre geralmente nas células-tronco hematopoiéticas, que sdo as
precursoras de ceélulas especializadas do sangue e medula 6ssea (MINCIACCHI;
KUMAR; KRAUSE, 2021).

As leucemias sao classificadas em 4 tipos primarios. Sdo eles Leucemia
Mieloide Aguda (LMA), Leucemia Mieldide Croénica (LMC), Leucemia Linfocitica
Aguda (LLA) e Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) (MIRANDA-FILHO et al., 2018).

2.2.1 Leucemia Mieldide Aguda (LMA)

S&o um grupo de cénceres genética e fenotipicamente distintos que tem em
comum o acUmulo de blastos na medula dssea ou no sangue periférico. E um tipo de
cancer agressivo e raro. Ocorre mais frequentemente em bebés abaixo de um ano
(1,5 por 100.000) e em adultos, com destaque para octogenarios (25 por 100.000).
Sua frequéncia aumenta com a idade a partir da segunda década de vida. E pouco
comum entre criangas e adolescentes (LAGUNAS-RANGEL et al., 2017). Na maioria
das vezes a causa nao pode ser identificada, mas pode estar relacionada a agentes
que provocam danos ao DNA. Um exemplo sdo os quimioterapicos, principalmente
agentes alquilantes e inibidores de topoisomerase Il e radioterapia. A exposi¢cao
cronica a altas doses de benzeno, exposi¢ao a altos niveis de radiagcéo e o tabagismo
também sao fatores predisponentes. Pode também ser secundaria a neoplasias
mieloproliferativas, que aumentam a producéo de células sanguineas, e a sindromes
mielodisplasicas, nas quais ha defeitos na maturagao celular e hematopoiese ineficaz.
Dentre os adultos, 8% dos casos de LMA estdo associados a radioterapia e
quimioterapia, 12% s&o secundarias a sindromes mielodisplasicas e 6% sao
secundarias a neoplasias mieloproliferativas. Entre bebés, pode ser congénita
(JULIUSSON & HOUGH, 2016; LAGUNAS-RANGEL et al., 2017).
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O tratamento para a LMA varia de acordo com o subtipo apresentado, idade do
paciente e fase da doenca. Pode compreender quimioterapia com medicamentos
como citarabina e antraciclina, tratamento sintomatico e de prevencédo de agravos,
transplante alogénico de células tronco, agentes hipometilantes ou drogas
experimentais como inibidores de tirosino-quinase. As anormalidades genéticas
diferem entre os subtipos. Por isso, testes moleculares e citogenéticos sao parte
imprescindivel do correto diagndstico e tratamento adequado (JULIUSSON &
HOUGH, 2016).

2.2.2 Leucemia Mieldide Crénica (LMC)

A LMC é uma neoplasia mieloproliferativa caracterizada pelo crescimento
descontrolado de células mieldides em diferentes estagios de maturagdo. A
tirosinoquinase BCR/ABL1 resultante da translocagao 1(9;22) (q34;q11) ativa diversas
vias de sinalizagdo que levam a transformag&o maligna e também a resisténcia a
quimioterapia. Pode apresentar-se nas fases cronica, acelerada e como crise blastica
(OSMAN; DEININGER, 2021; AMARANTE-MENDES et al., 2022). Esta ultima
caracteriza-se pelo aumento de blastos do tipo mieldide (70 % dos casos), linféide ou
misto/indiferenciado. A fase cronica, apresentada pela maioria dos pacientes, se nao
tratada, evolui para a fase acelerada seguida da crise blastica ou diretamente para a
crise blastica em raros casos (MINCIACCHI; KUMAR; KRAUSE, 2021). A LMC pode
ocorrer em todas as idades, mas € rara em criangas menores de 10 anos e tem sua
frequéncia maxima entre octogenarios (JULIUSSON & HOUGH, 2016).

Os sintomas da LMC sdo inespecificos. Metade dos pacientes séao
assintomaticos na fase crénica. Alguns poderédo apresentar febre, fadiga e perda de
peso, por vezes resultantes da anemia e esplenomegalia. Na crise blastica pode haver
dor 6ssea e sangramento (MINCIACCHI; KUMAR; KRAUSE, 2021).

Seu tratamento é baseado no uso de inibidores de tirosonoquinase (TKIs) como
o imatinibe, de primeira geragéo, desatinibe, nilotinibe e bosutinibe de segunda
geragcdo e o ponatinibe, de terceira geragcdo. Com o tempo, 50% dos pacientes
desenvolvem resisténcia ou intolerancia ao imatinibe (AMARANTE-MENDES et al.,
2022). Mutagdes na tirosinoquinase BCR-ABL1 conferem resisténcia a TKls de

primeira e segunda geragao. Uma dessas mutagdes € a BCR-ABLT315I contra a qual
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apenas o ponatinibe exerce atividade (OSMAN; DEININGER, 2021). O ponatinibe
entretanto esta associado a oclusées vasculares, insuficiéncia cardiaca e
hepatotoxicidade (AMARANTE-MENDES et al., 2022).

O uso de TKiIs revolucionou o tratamento da LMC, permitindo aos pacientes
uma sobrevida préxima a pessoas saudaveis da mesma idade. Mas a maioria dos
pacientes recai apds a retirada do tratamento. Faz-se obrigatéria a ades&do ao
medicamento e acompanhamento do paciente. Nos casos de uma remissao
prolongada, o tratamento pode ser suspenso sob monitorizagdo molecular com sua
retomada se houver recomego da transcrigio BCR-ABL1 (JULIUSSON; HOUGH,
2016; AMARANTE-MENDES et al., 2022).

O transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas foi o principal
tratamento até o advento dos TKils. Hoje é considerado nos casos de progressao para
a fase acelerada ou para crise blastica ou de resisténcia aos TKls. Pode haver reacao
enxerto-hospedeiro (OSMAN; DEININGER, 2021).

Atualmente, pesquisam-se terapias objetivando-se a chamada Remissao Livre
de Tratamento que consiste na manutengao da remissédo apos a descontinuacao de
TKls. E considerada como objetivo terapéutico para adultos que estejam na fase
crénica, que tenham utilizado TKls por pelo menos 3 anos e que nao possuam
historico de fase acelerada ou crise blastica. Pode beneficiar pessoas jovens e evitar
as complicagdes do uso prolongado de TKIls. Outro campo de estudos atual sdo as
terapias combinadas com o objetivo de erradicar as células-tronco da LMC
(MINCIACCHI; KUMAR; KRAUSE, 2021; OSMAN; DEININGER, 2021).

2.2.3 Leucemia Linfocitica Aguda (LLA)

A LLA é uma neoplasia hematologica que resulta da transformag¢ao maligna de
células progenitoras linfoides da medula Ossea, sangue e sitios extramedulares
(TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). Acomete células linfoides da linhagem B (75 -
85 % dos casos), T (10 — 15 % dos casos) ou NK (< 1% dos casos) (FUJITA et al.,
2021). Anormalidades cromossOmicas e alteragbes genéticas levam a interrupgéo da
maturagao celular normal, cursando com o bloqueio da diferenciagcéo celular e com
uma proliferagéo celular transformada (COCCARQO et al., 2019; FUJITA et al., 2021)
A LLA pode estar associada a translocagbes cromossémicas como por exemplo a
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t(9;22) [BCR-ABL1], a t(12;21) [ETV6-RUNX1] e a t(1;19) [TCF3-PBX1]
(TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017).

A LLA é o cancer infantil mais frequente e o segundo tipo de leucemia mais
encontrado em adultos, representando 25% dos casos (COCCARO et al., 2019;
TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). Seu pico de incidéncia ocorre entre 2 e 5 anos
de idade e é mais comum entre meninos do que meninas. Pouco se sabe sobre a
etiologia da LLA, mas fatores de risco ambientais e genéticos contribuem para seu
desenvolvimento. Em criangas, geralmente inicia-se ainda dentro do utero (FUJITA et
al., 2021). A exposicéo a radiagao ionizante é o fator de risco mais prevalente nas
leucemias pediatricas e entre adultos jovens. Em criangas, tal exposi¢cao pode se dar
no periodo pré-natal e/ou poés-natal. Outros fatores predisponentes a LLA séo
pesticidas, certos solventes e alguns virus como o Epstein-Barr e o HIV. Uma minoria
dos casos de LLA esta associada a sindromes genéticas como a sindrome de Down,
a anemia de Fanconi e sindrome de Bloom (TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017).

O principal tratamento para a LLA pediatrica e adulta é a quimioterapia
multiagente com vincristina, corticosteroides e antraciclina seguida pelo transplante
de células-tronco hematopoiéticas para pacientes elegiveis. Pacientes idosos podem
apresentar um mal progndstico por serem muitas vezes intolerantes ao tratamento
quimioterapico (TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). Para a LLA redicivante ou
refrataria, novas terapias incluem os anticorpos monoclonais Blinatumomab e
Inotuzumab Ozogamicina (InO), utilizados em adultos e células T receptoras de
antigenos quimeéricos (CAR-T), empregadas em criangas e jovens adultos. Podem
também ser utilizados imunomoduladores e farmacos visando a supressdo da
proliferagédo celular (COCCARO et al., 2019).

A taxa de sobrevida de cinco anos entre criangas é de 90% e declina até atingir
menos de 30% em pessoas acima de 60 anos de idade. Nos ultimos 60 anos, a
sobrevida livre de eventos em cinco anos aumentou de 10 para 90% entre criangas,
gragas aos novos medicamentos e a terapia personalizada adaptada ao risco, que
considera idade, contagem de leucdcitos e resposta a quimioterapia. Mas a recaida
ocorre em cerca de 20% e 50% entre criangas e adultos respectivamente, com alta
taxa de quimiorresisténcia, falha no tratamento e morte. A estratificagcado de risco, e a
identificacdo de alteragdes genéticas tem auxiliado na escolha da terapia mais
adequada (COCCARO et al., 2019; TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017)
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2.2.4 Leucemia Linfocitica Crénica (LLC)

A LLC é uma doenca linfoproliferativa caracterizada pela proliferacéo de células
maduras B CD5+CD23+ e acumulo de pequenos linfécitos neoplasicos no sangue,
tecidos linfoides secundarios e medula 6ssea (BOSCH; DALLA-FAVERA, 2019;
ZHANG; KIPPS et al., 2017). Como resultado, encontram-se linfocitose, infiltracdo de
células leucémicas na medula, linfadenopatia e esplenomegalia. Ao alojarem-se nos
tecidos linféides, criam um microambiente no qual recebem sinais de sobrevivéncia
de células acessoérias como células estromais n&do malignas e formam “centros de
proliferacdo”. Em 80% dos pacientes, observam-se pelo menos uma alteracao
cromossOmica dentre as quatro seguintes: (del(13q)), del(11q), del(17p) e trissomia
12. A Del(13q) afeta mais de 50% dos pacientes e esta associada a prognostico
favoravel (KIPPS et al., 2017).

Dentre as causas, destacam-se fatores genéticos. O risco de desenvolver LLC
aumenta em 9 vezes para parentes de pacientes sendo proporcional ao grau de
parentesco. A exposigao de veteranos de guerra ao agente laranja e a exposi¢ao a
inseticidas sdo admitidos como fatores predisponentes e, com menos evidéncias, a
exposigdo a radiacdo ionizante e infegdes virais (KIPPS et al., 2017). E o tipo de
leucemia mais comum entre os adultos. Possui maior prevaléncia nos Estados Unidos
e na Europa e é menos frequente na Africa, Asia e Caribe, provavelmente por fatores
genéticos (BOSCH; DALLA-FAVERA, 2019). Afeta quase exclusivamente pessoas
acima de 40 anos e € mais comum em homens do que em mulheres sendo 70 anos
a idade mediana do diagnéstico (JULIUSSON; HOUGH, 2016; KIPPS et al., 2017)

A LLC nao possui cura e seu curso clinico € heterogéneo. Alguns pacientes
necessitam de tratamento imediato ao diagnostico, enquanto outros ndo necessitarao
de terapia por muitos anos, havendo casos em que nunca sera necessaria a terapia
(KIPPS et al., 2017). A decisao do tipo de tratamento depende do estagio da doenga,
alteragdes genomicas, idade do paciente, presenga de comorbidades e do tempo de
duplicagdo dos linfécitos. O tratamento envolve quimioterapia, quimioimunoterapia
e/ou medicamentos direcionados a B sinalizacdo do receptor celular ou inibidores da
apoptose, como BCL-2 (BOSCH; DALLA-FAVERA, 2019; KIPPS et al., 2017).
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2.3 MORTE CELULAR

Historicamente, a morte celular tem sido dividida em trés grupos, de acordo
com suas caracteristicas morfolégicas e com a maneira pela qual os fragmentos
celulares restantes sdo descartados. Sao eles a apoptose, a autofagia e a necrose.
As caracteristicas distintivas da apoptose sdo o encolhimento citoplasmatico, a
condensagao da cromatina, a fragmentagao nuclear, o blebbing e a formagao de
pequenas vesiculas denominadas corpos apoptoéticos. A autofagia caracteriza-se por
extensa vacuolizacdo citoplasmatica. Ambos os tipos de morte culminam com a
captacéo fagocitaria dos restos celulares e sua consequente degradagao lisossomal.
A necrose nao exibe tais caracteristicas distintivas e ndo ha envolvimento fagocitico
e lisossomal obvio no descarte dos fragmentos celulares resultantes (GALUZZI et al.,
2018).

Atualmente, a morte celular é também classificada e definida de acordo com
caracteristicas genéticas, bioquimicas, farmacologicas e funcionais. Dentro dessa
classificagao, a morte celular pode ser acidental ou regulada. A morte celular acidental
€ rapida e catastréfica, como resultado de uma agressdo intensa como alta
temperatura e pressao, variagao extrema de pH ou injurias mecanicas. Em contraste,
a morte celular regulada ocorre para manter a homeostase de organismos
multicelulares em condi¢des fisioldgicas ou patoldgicas. Em condigdes fisiologicas,
recebe também o nome de morte celular programada e ocorre sem qualquer
perturbacdo exégena. Em condigdes patoldgicas, € provocada por uma perturbagao
prolongada ou intensa no microambiente intra ou extracelular que supera a
capacidade adaptativa da célula. A morte celular programada envolve a ativagcédo de
uma ou mais vias de sinalizagdo e, dessa forma, pode ser modulada
farmacologicamente ou geneticamente, para ser retardada ou acelerada. Quando
células ou alguns tipos de organismos unicelulares sofrem morte celular regulada,
eles expdem ou liberam moléculas que alertam o organismo ou a colénia sobre um
perigo em potencial (GALUZZ| et al., 2018).
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2.3.1 Apoptose

A apoptose € um tipo de morte celular regulada que possui como marca
registrada a execugéo por proteases dirigidas por aspartato dependentes de cisteina
ou caspases, enzimas da familia das cisteinopeptidases. Em humanos, as caspases
2, 8, 9 e 10 s&o iniciadoras da apoptose, enquanto as caspase 3, 6 e 7 sao efetoras
(ABBAS; LARISCH, 2021; FOGARTY; BERGMANN; 2017; GALUZZI et al., 2018).

A Figura 1 ilustra as vias de sinalizagdo da apoptose. A apoptose extrinseca é
iniciada por perturbagdes no ambiente extracelular. Ligantes indutores de apoptose
ligam-se a receptores de morte da membrana plasmatica, dentre os quais encontram-
se o receptor de ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral
(TRAILr) e o FAS. A caspase 8 propaga o sinal de morte celular que € precipitado por
caspases executoras, principalmente a caspase 3 (GALUZZ| et al., 2018; MCCOMB
et al., 2019).

A apoptose intrinseca, também conhecida como via mitocondrial da apoptose,
inicia-se por perturbagdes do microambiente extracelular ou intracelular. Seu passo
critico € a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial (MOMP), processo
irreversivel e disseminado controlado por proteinas pro e anti-apoptéticas da familia
BCL-2. Dentre os membros pro-apoptoticos da familia BCL-2, destacam-se a proteina
X associada a Bcl-2 (BAX) e o antagonista de assassinos Bcl-2 do tipo 1 (BAK). BAX
e BAK tem a capacidade de formar poros na membrana mitocondrial. Estimulos letais
intracelulares, como dano ao DNA, ativam as proteinas BH3 que propagam o sinal de
morte para as proteinas BAX e BAK resultando na permeabilizagdo da membrana
externa mitocondrial (MOMP). A MOMP leva a liberagdo de citocromo c e do segundo
ativador mitocondrial de caspase (SMAC) no citosol. O citocromo c interage com o
fator de ativacéo da peptidase apoptotica 1 (APAF1), desencadeando a montagem do
apoptossoma, que ativa a caspase-9 que propaga o sinal de morte para a caspases
3, que executa a apoptose. O SMAC bloqueia a ac¢ao do inibidor de caspases XIAP.
Como antagobnicas as proteinas BH3, encontram-se as proteinas anti-apoptoticas da
familia BCL-2, a saber, a proteina do linfoma de células B2, a proteina Bcl-2
relacionada a forma longa de Bcl-x e a proteina de diferenciacdo de células de
leucemia mieldide induzida Mcl 1, mais conhecidas como BCL-2, BCL-XL e MCLA1,
respectivamente (ABBAS; LARISCH, 2021; GALUZZI et al., 2018; ICHIM; TAIT, 2016).
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As vias extrinsecas e intrinsecas da apoptose se intercomunicam por meio do
agonista da morte no dominio que interage com BHS3 truncado (BIDt) resultante da
clivagem pela caspase-8. O BIDt ativa as proteinas BAX e BAK (ICHIM; TAIT, 2016).

A auséncia e a desregulacdo da apoptose s&o fatores chave da oncogénese
e limitam a eficacia da quimioterapia e de outros tratamentos contra o cancer (ABBAS;
LARISCH, 2021; MCCOMB et al., 2019)

Figura 1 - Visédo geral das vias de sinalizagao da apoptose extrinseca e intrinseca
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Fonte: ICHIM; TAIT, 2016 (Modificado).
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24  CICLO CELULAR

O ciclo celular € um processo irreversivel que compreende uma série de etapas
que resultam na divisdo de uma célula em duas células filhas com conjuntos idénticos
de cromossomos e partes aproximadamente iguais de componentes celulares. Nas
células eucarioticas proliferativas, o ciclo celular divide-se em trés periodos, sendo
eles a intérfase, a mitose e a citocinese (INGHAM & SCHWARTZ, 2017; ICARD,
2019). A intérfase representa geralmente cerca de 90% do tempo total do ciclo celular
e ocorre em trés fases: G1, S e G2. Na fase G1, fase de crescimento, as células
sintetizam proteinas e se preparam para a replicagdo do DNA. Esta fase é a mais
longa do ciclo e cuja duragdo mais varia. Na fase G1 é também determinado se as
células irdo crescer e dividir-se ou se entrardo em quiescéncia. Na fase S, ocorre a
replicacdo do DNA. Na fase G2, ha aumento da sintese lipidica para formacéo da
membrana e preparo para a mitose (ICARD, 2019). A fase M é um periodo breve no
qual ocorre a divisdo do material genético e a citocinese. Os principais eventos sdo a
montagem do fuso dos cromossomos, seguida da segregagao cromossomal e divisdo
nuclear. Divide-se em trés subfases: préfase, prometafase, metafase, anafase e
teléfase, sendo essa ultima imediatamente seguida da divisdo celular, que divide
nucleos, citoplasma, organelas e a membrana celular, resultando em duas células
filhas. (INGHAM & SCHWARTZ, 2017).

O ciclo celular é regulado por ciclinas que atuam em associagdo com quinases
dependentes de ciclinas (CDKs). As CDKs sao serina/treonina quinases que,
fisicamente associadas as ciclinas, fosforilam proteinas intracelulares importantes na
progresséo ordenada do ciclo celular. Duas familias de inibidores regulam a atividade
das CDKs. A familia INK4 compreende os inibidores p16, p15, p18 e p19 que se ligam
especificamente a CDK4 e CDKG6. A familia WAF1/CIP/KIP compreende os inibidores
p21, p27 e p57, que inibem os demais CDKs. No cancer, alteragbes genéticas
resultam em regulacgéo positiva dos complexos ciclinas-CDKs, levando a progressao
descontrolada do ciclo celular e mitose (ICARD, 2019).

A Figura 2 apresenta a visdo classica do ciclo celular e sua regulagdo por
ciclinas. Vias de sinalizagdo mitogénicas induzem ao aumento dos niveis de ciclina D
que se complexa com as ciclinas dependentes de quinase (CDKs) 4 e 6 e entdo
hiperfosforilam a proteina retinoblastoma (Rb) durante G1. A Rb hiperfosforilada é

preparada para hiperfosforilagdo por complexos de ciclina E-CDK2, o que resulta na
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liberacdo de fatores de transcricdo E2F que sdo criticos para a entrada na fase S. Os
estagios posteriores do ciclo celular S, G2 e M est&o sob o controle de varios outros
complexos ciclina-CDK e ndao sao mais responsivos a influéncia extracelular. O
complexo ciclina A-CDK2 conduz a progresséao da fase S, o complexo ciclina A-CDK1
conduz a progresséo da fase G2 e o complexo ciclina B-CDK1 regula a progressao
da fase G2 tardia até a saida da mitose. As proteinas p15 e p16 inibem a atividade da
ciclina D-CDK4/6 enquanto as proteinas p21 e p27, inibem os demais complexos
ciclina-CDK nos estagios posteriores do ciclo celular (INGHAM; SCHWARTZ, 2017).

Figura 2 - Vis&o classica do ciclo celular
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2.5 INIBIDORES DE PEPTIDASE E CANCER

Os inibidores de peptidase sdo moléculas regulatorias encontradas em plantas,
tecidos e fluidos animais e em microrganismos, onde controlam a atividade de
peptidases alvo. Sdo mais comumente estudados em plantas, onde sdo encontrados
principalmente nas folhas e sementes, como forma de defesa contra o estresse
proveniente de ataque de pragas e patdgenos. Podem ser de natureza proteica ou
pequenas moléculas e seus analogos (COTABARREN et al., 2019; EATEMADI et al.,
2017; RAMOS et al., 2012). Os inibidores de peptidase de natureza proteica sao
peptideos com cerca de 15 a 60 residuos de aminoacidos e alto teor de residuos de
cisteina formando ligagcbes dissulfeto que |hes conferem estabilidade ao calor, a
variacdo de pH, a forgcas idnicas extremas e a protedlise. Classificam-se de acordo
com o sitio catalitico da enzima alvo, sendo serinicos, cisteinicos, asparticos e
inibidores de metalopeptidases. Nao foram encontrados inibidores de peptidases
treoninicos ou glutamicos em plantas (COTABARREN et al., 2019).

Os inibidores de peptidase serinicos sao os mais encontrados no reino vegetal
em diversas espécies, principalmente nas familias Solanaceae, Fabaceae,
Euphorbiaceae, Poaceae e Cucurbitaceae. No reino vegetal, sdo divididos em mais
de 20 familias, dentre as quais encontram-se Kunitz, Bowman-Birk; Batata | e Batata
Il e a superfamilia de abdbora, abobrinha e cereais. Estas familias diferem quanto ao
peso molecular, teor de ligagao dissulfeto, estrutura tridimensional e estabilidade ao
calor e a agentes desnaturantes, sendo que a maioria dos inibidores fisico-
quimicamente estaveis pertencem as familias Kunitz e Bowman-Birk (COTABARREN
et al., 2020; MACEDO et al., 2007).

Os inibidores vegetais da familia Kunitz possuem massa molecular de 18-24
kDa, geralmente quatro residuos de cisteina formando duas ligagbes dissulfeto, uma
ou duas cadeias polipeptidicas e um unico sitio de ligacdo a proteinas
(COTABARREN et al., 2020). Sdo encontrados principalmente em sementes de
leguminosas. Inibem a tripsina, a quimotripsina ou ambas as enzimas (MACEDO et
al., 2016). As tripsinas atuam na inflamacéo, aterosclerose e carcinogénese
(EATEMADI et al., 2017). Os inibidores de peptidase da familia Kunitz possuem
diversos mecanismos de acdo anticancer. Podem suprimir a carcinogénese nos
estagios de iniciagdo, promog¢ao e progressao tumoral, inclusive afetando a expressao
de certos oncogenes. Suas agdes incluem indugdo a apoptose com ativagdo de
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caspases e liberagao de citocromo C no citosol, parada do ciclo celular com inibicdo
de ciclina D1 e aumento de p21, inibidor do ciclo celular. Também podem inibir a
invasdo por redugdo de integrinas e a angiogénese por redugao do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Pode também haver a inibigdo da expressao
de genes envolvidos na carcinogénese como as calpainas relacionadas a migragao e
invasdo. Alguns inibidores de peptidase do tipo Kunitz, tem sua atividade anticancer
demonstrada em estudos de citotoxicidade, porém sem descricdo de seu mecanismo
de agédo (BONTURI et al.,2018; BORGES, 2008; FERREIRA et al., 2013; GABRIEL
DE SOUZA et al., 2016; KARRAY et al., 2020; LYU et al., 2018; RAKASHANDA,;
AMIM, 2013).

A busca por produtos naturais de importéncia farmacologica foi o meio
tradicional pelo qual a maioria dos inibidores de peptidase foram descobertos até hoje.
Estimam-se que entre os inibidores de peptidase clinicamente aprovados para
tratamentos de diversas doengas, 62% estejam diretamente relacionados a produtos
naturais. Um exemplo é o desenvolvimento de inibidores de protease asparticos
visando a protease do HIV, para o controle da AIDS, como o Darunavir. Outro exemplo
€ o captopril, um inibidor da enzima conversora de angiotensina inspirado em um
peptideo do veneno de jararaca (AL-AWADHI; LUESCH, 2020). Atualmente, os
inibidores de proteassoma bortezomibe, carfilzomibe e ixazomibe e o inibidor de
uroquinase mesupron sdo aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) no
tratamento do cancer e outros tem sido estudados (HU et al., 2019).

2.6 Inga laurina TRYPSIN INHIBITOR (ILTI)

I. laurina, conhecida no Brasil como inga branco, € uma arvore tropical
pertencente a subfamilia Mimosoideae amplamente distribuida na América Central e
na América do Sul. Normalmente plantada como arvore de sombra em ambientes
urbanos, seu fruto € comestivel e suas sementes s&do dispersas por passaros
(MACEDO et al., 2007, 2016). As sementes de I. laurina possuem um inibidor de
peptidase serinico da familia Kunitz denominado /. laurina trypsin inhibitor (ILTI). Sua
massa molecular € de 19,8 kDa e sua cadeia polipeptidica unica contém 180 residuos
de aminoacidos. Diferente de outros inibidores serinicos da familia Kunitz purificados
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a partir de espécies Mimosoideae, possui apenas uma ligagao dissulfeto (MACEDO
et al., 2007).

O ILTI é estavel em ampla faixa de temperatura e pH. Possui uma substituicdo
no residuo 64 de seu sitio reativo (Arg — Lys) que promove a inibi¢ao da tripsina de
acordo com a familia de inibidores do tipo Kunitz. Sua constante de inibigédo (Ki) é de
6 x 10° M para tripsina bovina, o que demonstra uma alta afinidade do inibidor para
com a enzima. Nao possui atividade contra quimotripsina, papaina e alfa-amilase. O
mecanismo de inibicdo do ILTI é do tipo competitivo assim como outros inibidores
Kunitz (MACEDO et al., 2007, 2011). O ILTI possui também efeitos inibitérios no
crescimento de larvas de inseto, fungos e biofiimes. Em testes in vitro, verificou-se
potencial atividade antitumoral do ILTI recombinante expresso em levedura de
Komagataella phaffii contra células de tumor de ascite de Ehrlich (EAT). Entretanto,
desconhecem-se as caracteristicas moleculares que regulam sua atividade
antitumoral (CARNEIRO et al., 2018b; MACEDO et al., 2007, 2011, 2016). Portanto,
fazem-se necessarios estudos que objetivem ndo apenas a verificagado da atividade
antitumoral do ILTI em células neoplasicas humanas, mas também a descri¢éo de seu

mecanismo de ag¢ao antitumoral.



39

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anticancer do inibidor de tripsina de sementes de Inga laurina (ILTI)

contra linhagens celulares de leucemias humanas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Construir curvas de citotoxicidade do ILTI contra cinco linhagens celulares:
Raji, CCRF-CEM, KG-1, Kasumi-1 e K-562;

- Determinar o ICso e 0 Emax do ILTI contra as cinco linhagens avaliadas;

- Verificar o mecanismo de morte celular promovido por ILTI.



40

4 MATERIAL E METODOS

41 PREPARO DA AMOSTRA DE Inga laurina TRYPSIN INHIBITOR (ILTI)

A amostra-teste de ILTI foi cedida pelo Laboratério de Purificacdo de Proteinas
e Suas Funcgdes Biologicas da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, MS.

Fora preparada de acordo com metodologia de Macedo et al., 2007. Sementes
de I. laurina isentas de tegumento e desengorduradas com hexano foram moidas em
moinho de café. Para a obtengao do extrato bruto, a farinha obtida foi extraida com
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,6 (1:10, p/v) por 2 h a 25 °C com posterior centrifugacéo
a 7500 G por 30 min. O sobrenadante foi fracionado por precipitagdo de (NH4)2SO4
em trés fracdes, correspondendo a 30%, 60% e 80% de saturacéo. As trés fragdes
foram dialisadas contra agua destilada por 24 h a 4°C e liofilizadas. A fragao I,
correspondente a 30 - 60% de saturagdao de (NH4)SOs foi selecionada para
purificacdo adicional por conter a maior atividade inibitoria. A fracao Il liofilizada foi
dissolvido em tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, e aplicada a uma coluna DEAE-
Sepharose (2 - 20 cm) equilibrada no mesmo tampé&o e eluida com um gradiente linear
de NaCl (0-1M) no mesmo tamp&o. As proteinas foram detectadas monitorando a
absorvancia em 280 nm (MACEDO et al., 2007).

Os teores de proteina foram determinados por coloragcdo com azul de
Coomassie (meétodo de ligacdo de corante) (BRADFORD, 1976) a partir da
absorbancia a 280 nm. Albumina sérica bovina (1 mg/mL) foi usada como padréo.

A amostra foi diluida em agua de miliQ na concentragdo de 50,5 uM. Foi
homogeneizada, centrifugada e o sobrenadante filtrado em filtro estéril de didmetro 4
mm e poro 0,22 ym. A amostra foi entdo armazenada em freezer a -18°C até o

momento da utilizacio.
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4.2 CULTIVO DE LINHAGENS CELULARES

Foram utilizadas cinco linhagens celulares, a saber Raji (ATCC ® CCL-86 ™),
CCRF-CEM [CCRF CEM] (ATCC ® CCL-119 ™), KG-1 (ATCC® CRL-8031™),
Kasumi-1 (ATCC® CRL-2724™) e K-562 (ATCC® CCL-243™). As linhagens
celulares foram mantidas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) ou em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640)
contendo soro fetal bovino (SFB), 10%, L-glutamina, 2 mM, penicilina, 100 pg/mL e
sulfato de estreptomicina, 100 ug/mL e mantidas em estufa umida a 37°C contendo
atmosfera com 5% de COo..

4.3  VIABILIDADE DE CELULAS LEUCEMICAS EXPOSTAS AO ILTI

O ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT)
foi realizado para avaliar o efeito citotoxico do ILTI, em alta e baixa concentragao, nas
células KG-1, Kasumi-1 e K-562. O MTT, de coloracdo amarela, € metabolizado pela
mitocondria de células viaveis em cristais de formazan E,Z-1-(4,5-dimetiliazol-2-il)-1,3-
difenilformazan, de cor roxa, permitindo a quantificacdo da atividade celular em
espectrofotometro (MOSMAN, 1983).

As células foram mantidas por 24 h em estufa umida (37°C, 5% de COz), em
placa de 96 pogos, contendo volume final de 100 uL (2 x 10° células/mL), com ILTI
nas concentragdes de 0,5 e 5 uM. Os controles utilizados foram o controle nao tratado
(apenas células e meio de cultura), controle com triton-X 100 a 1% e branco (apenas
meio de cultura). A concentragado do formazan formado foi medida pela absorbancia
a 570 nm em leitor de microplacas Spectramax 190 (Molecular Devices). Os dados

foram normalizados em relagdo ao controle (100%)

Os dados foram analisados no software Graphpad Prism® e estao
representados como a média + erro padrdo da média de dois experimentos
independentes com trés replicatas bioldgicas cada. Para se determinar diferencas
estatisticas entre as amostras tratadas e o controle nao tratado, foi utilizado o teste
de Dunnett (p < 0,05).
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Este ensaio foi realizado como uma triagem para se decidir quais
concentragbes maximas de ILTI utilizar na elaboragdo das curvas de citotoxicidade
dos ensaios subsequentes.

4.4. CURVAS DE CITOTOXICIDADE DO ILTI
4.4.1 Linhagens leucémicas

As curvas de citotoxicidade foram elaboradas utilizando-se o método de
viabilidade celular por resazurina (NOCIARI, 1998) nas células Raji, CCRF-CEM, KG-
1, Kasumi-1 e K-562. O método da resazurina é semelhante ao MTT. A A 7 hidroxi-
3H-fenoxazina-3-ona-10-0xido (resazurina), de cor azul, é reduzida a 7-hidroxi-3H-
enoxazina-3-ona (resorufina), um composto altamente fluorescente de cor rosa, pelas
mitocondrias de células metabolicamente saudaveis.

As células foram distribuidas em placas de 96 pogos contendo volume final de
100 uL (2 x 10° células/mL). Foram aplicados tratamentos com ILTI nas concentragdes
de 0,005, 0,015, 0,035, 0,05, 0,25 e 0,5 uyM para a linhagem Raji, CCRF-CEM, KG-1,
Kasumi-1 e de 0,05, 0,15, 0,25, 0,35, 0,5 uM para a linhagem K-562. As células foram
entdo mantidas por 24 h em estufa umida a 37 °C contendo 5% de CO.. Os controles
utilizados foram controle nao tratado, controle triton-X 100 a 1% e branco (apenas
meio de cultura). Apos 24 h, as células foram coradas com resazurina e mantidas na
estufa por mais 4 h. A absorbancia de resorufina formada foi medida a AEx. 570 nm e
AEm. 600 nm em leitor de microplacas Spectramax 190 (Molecular Devices). Os dados
foram normalizados em relagdo ao controle (100%).

. . : . ®
Os calculos de ICso e Emax foram realizados no software Graphpad Prism.

. . ® ~
Os dados foram analisados no software Graphpad Prism e estéao
representados como a meédia * erro padrao da média de pelo menos dois

experimentos independentes com trés replicatas bioldgicas cada.
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4.4.2 Células mononucleares do sangue periférico humano

As células mononucleares do sangue periférico humano foram obtidas de
doadores saudaveis e ndo fumantes, apos consentimento livre e esclarecido com
autorizacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (ANEXO). Coletou-se, em tubo heparinizado, o sangue
de trés doadores saudaveis e nao fumantes que nao haviam recebido nenhum
medicamento por pelo menos 15 dias antes da coleta. As células foram isoladas pelo
método padrdo de centrifugacdo de densidade-gradiente Ficoll-Hypaque (Sigma-
Aldrich) e contadas em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi determinada por
meétodo de exclusdo com azul de tripano, considerando propria para uso a viabilidade
acima de 98%.

As células mononucleares foram diluidas em meio de cultura RPMI 1640 e
distribuidas em placas de 96 pogos contendo volume final de 100 pL (2x10°
células/mL). Foram aplicados tratamentos com ILT| nas concentragdes de 0,05, 0,075,
0,150, 0,250, 0,350, 0,5 uM e as células foram mantidas por 24 h em estufa umida a
37°C contendo 5% de CO-. Os controles utilizados foram controle positivo triton-X 100
a 1% e controle negativo (células sem tratamento) e branco (apenas meio de cultura).
ApOs as 24 h, as células foram coradas com resazurina e mantidas na estufa por mais
4 h. A concentracdo de resorufina formada foi medida a 570 nm e 600 nm em leitor de
microplacas Spectramax 190 (Molecular Devices). Os dados foram normalizados em
relacdo ao controle (100%).

. . ® ~
Os dados foram analisados no software Graphpad Prism e estédo
representados como a média * erro padrdo da média de trés experimentos

independentes com trés replicatas bioldgicas cada.

4.5 VERIFICAGAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS DO ILTI

Os efeitos citotoxicos do ILTI foram verificados com o iodeto de propidio (PI)
por citometria de fluxo. O PI liga-se aos acidos nucléicos de células que possuam
dano na membrana celular e indica que a célula estda em processo de morte celular.

E excitado pela luz azul e emite fluorescéncia vermelha. E um marcador de viabilidade
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celular muito utilizado para diferenciar e excluir células ndo viaveis nas analises
citométricas de fluxo (ADAN et al., 2016), por isso foi o fluorécromo de escolha para
iniciar os testes de morte celular.

As células K-562 foram distribuidas em placas de 96 pocgos contendo volume
final de 100 pyL (10° células/mL). Foram aplicados tratamentos com ILTI nas
concentracdes de 0,005, 0,025, 0,05, 0,075, 0,15, 0,25, 0,35 pyM e as células foram
mantidas por 24 h em estufa umida a 37 °C contendo 5% de CO2. Os controles
utilizados foram controle n&o tratado e células sem marcagdo para ajustes do
citbmetro. Apos as 24 h, as células foram centrifugadas a 49 G por 5 minutos,
suspensas em solugao salina equilibrada de Hank (HBSS), pH 7,2 e coradas com P,
exceto o controle sem marcacgéo. Foram entdo deixadas em repouso por 30 min a 25
°C, ao abrigo da luz e entdo lavadas com HBSS e ressuspensas na mesma solugao.
A aquisicdo de dados foi realizada no canal FL-3 do citdbmetro de fluxo Cytoflex S

(Beckman Coulter), com coleta de 10.000 eventos por amostra.

. ® . -
Os dados foram analisados no software FlowJo e representam a média * erro
padrdao da média de trés experimentos independentes com trés replicatas bioldgicas
cada.

46 AVALIACAO DE EXTERNALIZACAO DE FOSFATIDILSERINA E
PERMEBILIZACAO DA MEMBRANA CELULAR

A dupla marcagéo das amostras com anexina-V-FITC e iodeto de propidio (PI)
foi realizada para diferenciar a apoptose da necrose por citometria de fluxo. Na fase
inicial da apoptose, as células externalizam a fosfatidilserina. A anexina V conjugada
ao fruordéforo isotiocianato de fluoresceina (FITC) liga-se a fosfatidilserina de forma
Ca?* dependente e emite fluorescéncia, permitindo a determinagao por citometria de
fluxo das células que estdo em apoptose. O iodeto de propidio (Pl) s6 é internalizado
em células que apresentam ruptura da membrana e marca o DNA celular, permitindo
a analise de células em necrose. Dessa forma, apoptose tardia representa as células
que sofreram externalizagdo da fosfatidilserina e permeabilizagdo da membrana,
marcadas duplamente (Anx +/Pl +). A apoptose inicial representa células em que
houve apenas a externalizacao da fosfatidilserina, marcadas apenas com a anexina-

V-FITC (Anx +/ Pl -). Ja para a necrose, ocorre apenas a permeabilizacdo da
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membrana e as células sdo marcadas apenas com o Pl (Anx -/ Pl +). Células viaveis
s&o negativas para ambos os fluorocromos (Anx -/PlI-).

As células K-562 foram semeadas em placas de 96 pogos (10° células/mL) e
volume final de 200 pyL. Foram tratadas com ILTI na concentracdo de 0,07 uM,
equivalente ao 1Cso, por 12 e por 24 h. Os controles utilizados foram controle ndo
tratado e células sem marcagéo para ajustes do citbmetro. Foram entdo coletadas e
ressuspensas em 200 pyL de tampé&o anexina e incubadas com 1uL de anexina V-FITC
(Becton Dickinson, USA) e 1 yL de Pl por 30 min a 25 °C, ao abrigo da luz. A aquisigéao
de dados foi realizada no canal FL-1 e FL-3 do citdmetro de fluxo Cytoflex S (Beckman

Coulter), com coleta de 10.000 eventos por amostra.

Os dados foram analisados no software FlowJo® e estdo representados como
a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes, com trés
replicatas biolégicas cada. Foi utilizado o teste t Student para diferengas entre
amostras tratadas e n&o tratadas e entre os tempos de tratamento (p < 0,05).

4.7  AVALIAGAO DA CASPASE-3 ATIVA

O anticorpo PE Rabbit Anti-Active Caspase-3 (BD Pharmingen™) foi utilizado
para a quantificacdo da caspase-3 ativa, importante marcador de apoptose, na
linhagem K-562, por citometria de fluxo. O anticorpo PE Rabbit Anti-Active Caspase-
3 conjugado a um fruoréforo denominado ficoeritrina (PE) faz uma ligagdo covalente
e irreversivel ao sitio ativo da caspase-3 ativa com emissao de fluorescéncia que é
captada pelo citdmetro de fluxo.

As células K-562 foram distribuidas em placas de 24 pocos (10° células/mL).
Foram tratadas com ILTI na concentracdo correspondente ao ICso, de 0,07 uM e
incubadas por 12 e por 24 horas em estufa umida a 37°C contendo 5% de COa. Os
controles utilizados foram controle n&do tratado e células sem marcagéo para ajustes
do citbmetro. Em seguida, as células foram fixadas com tampado de fixagdo e
permeabilizacdo (BD Cytofix/Cytoperm) com o qual foram mantidas a 4° C por 20
minutos. Foram ent&o lavadas com o tampao BD Perm/Wash e reveladas com o
anticorpo PE Rabbit Anti-Active Caspase-3 (BD Pharmingen™), com o qual foram

mantidas a 4° C por 30 minutos ao abrigo da luz. A aquisigdo de dados foi realizada
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no canal FL-2 do citbmetro de fluxo Cyfoflex S (Beckman Coulter) com coleta de

10.000 eventos por amostra.

Os dados foram analisados no software FlowJo® e estido representados como
a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes, com trés
replicatas bioldgicas cada. Foi utilizado o teste t Student para diferengas entre
amostras tratadas e n&o tratadas e entre os tempos de tratamento (p < 0,05).

4.8 AVALIAGCAO DE PARADA DE CICLO CELULAR

O iodeto de propidio foi utilizado para analise do ciclo celular de células K-562
por citometria de fluxo. A marcagdo com iodeto de propidio (Pl) é utilizada na
citometria de fluxo para distinguir a fase GO da G1 do ciclo celular.

As células K-562 foram distribuidas em placas de 12 pogos (10° células/mL).
Foram tratadas com ILTI na concentracdo correspondente ao ICso, de 0,07 uM e
incubadas por 24 horas em estufa umida a 37 °C contendo 5% de CO.. Os controles
utilizados foram controle n&o tratado e células sem marcagdo para ajustes do
citbmetro. Apds este periodo, foram lavadas com tampao fosfato salino (PBS), e
centrifugadas a 49 G por 5 minutos. Foram adicionados 50 yL de solucéo de lise
(Triton X-100 0,1%; EDTA 0,1mM; RNAse 50 ug/mL; iodeto de propidio, diluidos 1 vez
no PBS gelado). As células foram mantidas com a solucéo de lise a 4° C e ao abrigo
da luz por 30 minutos. Foram entdo novamente lavadas com PBS e centrifugadas a
49 G por 5 minutos. A aquisicao de dados foi realizada no canal FL-2 do citbmetro de
fluxo Cytoflex S (Beckman Coulter) com coleta de 40.000 eventos por amostra.

Os dados foram analisados no software FlowJo® e estdo representados como
a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes, com trés
replicatas biolégicas cada. Foi utilizado o teste t Student para diferengas entre

amostras tratadas e n&o tratadas (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1  VIABILIDADE DE CELULAS LEUCEMICAS EXPOSTAS AO ILTI

O ILTI reduziu a viabilidade de células K-562, Kasumi-1 e KG-1, em ambas as
concentragdes (0,5 e 5 yM) apos 24 h, no ensaio de MTT, em relagao ao controle ndo
tratado (p =< 0,0001) (Figura 3). Os valores de viabilidade celular obtidos estdo
disponiveis no APENDICE.

Figura 3 - Efeito citotoxico do inibidor de peptidase ILTI em células leucémicas. As células 2 x 105/mL
foram tratadas com o ILTI a 0,5 € 5 yM por 24 h. A viabilidade foi verificada pelo ensaio MTT. CN:
controle nao tratado do teste. ILTI 0,5: células tratadas com ILTI na concentragao final de 0,5 uM. ILTI
5: células tratadas com ILTI na concentracao final de 5 yM. Os resultados sdo a média + erro padréo
de 2 experimentos com 3 replicatas biologicas. Diferengas entre amostras tratadas e nio tratadas (*)
foram consideradas significativas para valores de p < 0,05 obtidos pelo teste de Dunnett.
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5.2 CURVAS DE CITOTOXICIDADE DO ILTI

5.2.1 Linhagens leucémicas

O ILTI exerceu efeito citotoxico nas cinco linhagens celulares testadas (Figura 4). Os
valores e ICso e Emax das linhagens testadas estdo disponiveis no APENDICE. A
atividade foi mesurada pelo método com resazurina. Na linhagem Raji, o ILTI
apresentou menor atividade, com um 1Cso maior que 0,5 yM e um efeito maximo (Emax)
de 59,73 + 4,74 %. A linhagem K-562 foi aquela em que o ILTI apresentou maior
atividade, com um ICsp de 0,6 + 0,0181 yM e um Emax de 96,35 + 1,36 %.
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Figura 4 - Curvas de citotoxicidade do inibidor de peptidase ILTI em células humanas Raji, CCRF-
CEM, KG-1 e Kasumi-1. As células (2 x 10°/mL) foram estimuladas com ILTI nas concentragdes entre
0,005 e 0,5 uM por 24 h. A viabilidade foi verificada pelo ensaio com resazurina. Os resultados sdo a

média + erro padrdao da média de pelo menos 2 experimentos independentes realizados em triplicata
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5.2.2 Células mononucleares do sangue periférico humano

O ILTI apresentou um ICsode 0,45 + 0,061 uM e um Emax de 88,76 + 12,62 %
para as células mononucleares do sangue periférico humano, em 24 h. A curva de

citotoxicidade esta representada na Figura 5.

Figura 5 - Curva de citotoxicidade do inibidor de peptidase ILTI em células humanas saudaveis. As

células (105/mL) foram estimuladas com ILTI nas concentra¢des de 0,05, 0,075, 0,150, 0,250, 0,350,
0,5 uM por 24 h. A viabilidade foi verificada pelo ensaio com resazurina. Os resultados sdo a média
erro padrao da média de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.
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5.3 VERIFICAGCAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS DO ILTI

No ensaio de citotoxicidade com o PI, observou-se que o ILTI provocou a morte
celular na linhagem K-562 (Figura 6). Os danos a integridade da membrana celular
foram confirmados pela emissédo de fluorescéncia vermelha das células incubadas
com o PI, apds exposicao de 24 h ao ILTI. Entre as concentragdes de 0,02 a 0,35 uM,
o percentual de células marcadas com iodeto de propidio aumentou de 11,4 % para
92,7 %. Isso demonstra que houve perda de integridade da membrana celular
proporcional ao aumento da concentracio do ILTI.

Na curva de citotoxicidade obtida no mesmo ensaio (Figura 7), observou-se
um ICso de 0,07 pM. Esse valor de ICso foi utilizado nos ensaios de investigagao do

mecanismo de morte celular e de ciclo celular, realizados na sequéncia.
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Figura 6 - Efeito citotoxico do inibidor de peptidase ILTI em células K-562. As células (10°/mL) foram
estimuladas com diferentes concentragdes de de ILTI por 24 h. A seguir, a viabilidade celular foi
verificada pelo ensaio com Pl. Os graficos em Dot plot sdo representativos da marcagdo com PIl. Os
resultados sdo a média £ erro padrao da média de 3 experimentos independentes realizados em
triplicata.
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Figura 7 - Curva de citotoxicidade do inibidor de peptidase ILTI em células humanas K-562 pelo ensaio
com iodeto de propidio. As células (10%/mL) foram estimuladas com diferentes concentragées de ILTI
por 24 h. A seguir, a viabilidade celular foi verificada pelo ensaio com PI. Os resultados sdo a média *
erro padrao da média de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.
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54 AVALIACAO DA EXTERNALIZAGAO DE FOSFATIDILSERINA E
PERMEBILIZACAO DA MEMBRANA CELULAR

No ensaio de dupla marcagdo com Anexina-V-FITC/PI, o tratamento como o
ILTI em células K-562 aumentou o percentual de apoptose tardia e apoptose inicial
em relacdo ao controle ndo tratado, tanto em 12 como em 24 horas (Figura 8). A
guantidade de células em apoptose aumentou com o tempo. Nao houve diferenga no
percentual de necrose entre as células tratadas e o controle e nem em relagdo ao
tempo.

Apods 12 h de estimulo com o ILTI (0,07 uM), 6,46 % das células sofreram
necrose (Anx -/Pl+). Observou-se que 17,4 % e 8,91 % das células tratadas estavam
em apoptose na fase tardia (Anx +/PI +) e inicial (Anx +/ Pl -), respectivamente. Além
disso, 67,3% das células permaneceram viaveis. Com 24 h de tratamento com o ILTI
(0,07 uM), 4,84% das células sofreram necrose enquanto 36,8 % e 14,1 % estavam
em apoptose na fase tardia e inicial, respectivamente. Permaneceram viaveis 44,1%
das células. Um total de 26,31% de células foram encontradas em apoptose na fase
tardia ou inicial apos 12 horas de tratamento com o ILTI. Este percentual subiu para
50,9% apos 24 horas de tratamento.
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Figura 8 - Efeito do tempo de tratamento com o ILTI na externalizagdo da fosfatidilserina e
permebilizagdo da membrana celular em células K-562. As células (10°/mL) foram estimuladas com
0,07 uM de ILTI por 12 h e por 24 h. A seguir, a morte celular foi avaliada por anexina V-FITC e PI.
Acima, estdo os Dot plots representativos das marcagbes com anexina-V-FITC e PI. Abaixo, os
histogramas com os percentuais de populagdo Anx/Pl. CN: controle ndo tratado do teste; Anx-/Pl:
células ndo marcadas por anexina-V-FITC (Anx) e nem por iodeto de proidio (PIl); Anx+/PI-: células
marcadas apenas por Anx; Anx+/Pl+: células marcadas por Anx e por PIl; Anx-/Pl+: células marcadas
apenas por Pl. Os resultados sdo a média + erro padrdo da média de 3 experimentos independentes
realizados em ftriplicata. Diferengas entre amostras tratadas e nao tratadas (*) foram consideradas
significativas para valores de p < 0,05 obtidos pelo teste t Student.
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5.5 AVALIAGCAO DA CASPASE-3 ATIVA

No ensaio com o anticorpo PE Rabbit Anti-Active Caspase-3, o ILTl a 0,07 uM
provocou a ativagao da caspase-3, importante marcador de apoptose, em células K-
562 apos 24 horas de estimulo (Figura 9). Com 12 horas de estimulo, ndo houve
diferenca na ativacédo de caspase-3 entre as células estimuladas com ILTI e o controle
nao tratado. Os valores da média geométrica da Caspase-3 ativa encontram-se no
APENDICE.
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Figura 9 - Efeito do tempo de tratamento com o ILTI na ativagado da caspase-3 em células K-562 As
células (10%/mL) foram estimuladas com 0,07 uM de ILTI por 12 h e por 24 h. A seguir, a ativagdo da
caspase 3 foi avaliada utilizando-se o anticorpo PE Rabbit Anti-Active Caspase-3. Acima, estdo os
graficos da intensidade de fluorescéncia versus o nimero de células. Abaixo, o histograma com os
valores das médias geométricas de fluorescéncia. CN: controle nado tratado. Os resultados sao a média
+ erro padrao da média de 3 experimentos independentes realizados em ftriplicata. Diferencas entre
amostras tratadas e nao tratadas (*) foram consideradas significativas para valores de p < 0,05 obtidos
pelo teste t Student.
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5.6  AVALIACAO DE PARADA DE CICLO CELULAR

Na avaliagdo do ciclo celular de células K-562 expostas ao ILTI, o método
empregado foi o Pl e analisado por citometria de fluxo. O ILTI provocou parada no ciclo
celular de células K-562 na concentracédo de 0,07 uM, correspondente ao ICso, apds 24

horas de exposi¢cdo. Houve redugao na porcentagem de células nas fases Gg /G1 e na

fase S e aumento nas fases G2/M (Figura 10). Os valores do percentual de células
tratadas e ndao tradadas com ILTI encontrados em cada fase do ciclo celular estao
disponiveis no APENDICE.

Figura 10 - Avaliacdo de parada do ciclo celular em células K-562 tratadas com ILTI. As células
(10%/mL) foram estimuladas com ILTI na concentragio de 0,07 uM, correspondente ao ICso, por 24 h.
Foi realizada analise por citometria de fluxo do efeito do ILTI na progressao do ciclo celular utilizando-
se iodeto de propidio. Nesta analise, foi utilizado o modelo matematico Dean-Jett-Fox. CN: controle
nao tratado. Os resultados sdo a média £ erro padrdo da média de 2 experimentos independentes
realizados em ftriplicata. Diferencas entre amostras tratadas e nao tratadas (*) foram consideradas
significativas para valores de p < 0,05 obtidos pelo teste t Student.
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6 DISCUSSAO

Os inibidores de peptidase da familia Kunitz possuem diferentes mecanismos
de acdo em estudos com modelos de cancer. Este estudo avaliou a atividade
anticancer do inibidor de tripsina de /. laurina em diferentes linhagens leucémicas e
propds um possivel mecanismo de acdo em células K-562, modelo de leucemia
mieldide cronica. Em estudo prévio, o ILTI recombinante foi citotoxico contra células
de tumor de ascite de Ehrlich, com um ICso de 1,7 yM em 24 h. Entretanto, os
mecanismos que levaram a perda de viabilidade celular ndo foram elucidados
(CARNEIRO et al., 2018). No presente trabalho, o ILTI apresentou valores menores
de ICs0, sendo 0,6 e de 0,07 uM para a linhagem K-562, nos respectivos ensaios com
resazurina e iodeto de propidio, em 24 h.

Outros inibidores de peptidase da familia Kunitz também exerceram efeito
citotoxico contra modelos de cancer. O inibidor de tripsina Inga vera (IVTI), encontrado
em uma planta da mesma subfamilia do ILTI, reduziu a viabilidade de células de
cancer colorretal humano (CACO-2), mas, ao contrario do ILTI, ndo foi efetivo contra
os modelos de leucemia testados K-562 e MOLT-4 (DA SILVABEZERRA et al., 2016).
O Enterolobium contortisiliquum (EcTI), também isolado de uma espécie vegetal da
subfamilia Mimosoideae, inibiu células de glioblastoma humano U87 com um ICso de
100 uM (BONTURI et al., 2018). Ja o inibidor Kunitz de soja (KTl), também proveniente
da familia Fabaceae, apresentou um ICso de ~ 2 yM em células de cancer de ovario
HRA em 24 h (KOBAYASHI et al., 2004). Os valores de 1Cso apresentados por estes
inibidores da familia Kunitz sdo maiores que os encontrados no ILTI, que exerceu
citotoxicidade contra células leucémicas com um ICso inferior a 0,5 yM em 24 h, nas
linhagens CCRF-CEM, KG-1, Kasumi-1 e K-562. Isto evidencia uma potente atividade
anticancer do ILTI nestas células.

A resisténcia a apoptose € comum entre células malignas. O efeito citotdéxico
de drogas anticancer depende de sua capacidade de induzir este tipo de morte celular
(Shahar; Larisch, 2020). No ensaio de dupla marcagdo com Anexina-V-FITC/PI, o ILTI
provocou apoptose tardia e inicial em células K-562, a 0,07 uM. Houve predominio da
apoptose tardia e um percentual insignificante de necrose. Logo, a perda na

integridade de membrana observada no ensaio com o Pl se deu provavelmente como
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resultado da apoptose tardia e ndo da necrose. O ILTI também provocou a ativagao
de caspase-3 em 24 h. A caspase 3 € uma caspase efetora da apoptose e um
importante marcador, encontrada na forma ativa em eventos que desencadeiam
apoptose. A caspase 3 € a principal efetora tanto da via extrinseca quanto da via
intrinseca da apoptose (Galuzzi, et al, 2018), ndo sendo possivel concluir por este
resultado se o ILTI ativou a via extrinseca, a via intrinseca ou ambas as vias da
apoptose. O ILTI promoveu parada no ciclo celular na fase G2/M, em células K-562,
a 0,07 uM, em 24 h. Um inibidor que também apresentou apoptose com ativacédo de
caspases e parada do ciclo celular foi o rBbKIm, inibidor de calicreinas quimérico de
Bauhinia bauhinioides com inclusdo de motivos do inibidor Kunitz BrTl da Bauhinia
rufa. Seu efeito foi observado entre a 25 e 100 yM, apds 48 h, concentracdo e intervalo
de tempo superiores aos observados no ILTI. O rBbKIm ativou caspase-3 em células
DU-145 e caspase-9 em células PC-3, ambas de cancer de préstata, com liberagao
de citocromo C no citosol. A parada do ciclo celular ocorreu nas fases G0/G1 e G2/M
nas células PC-3 (FERREIRA et al., 2013).

Nao foram realizados testes para verificar a expressao de ciclinas no presente
estudo, mas sabe-se que inibidores Kunitz podem atuar na modulagao de ciclinas. O
inibidor de peptidase EcTl, a 100 uM, em 24 h, reduziu a expressao de ciclina D1 em
células U87 levando a parada no ciclo celular na fase G0O/G1. A redugao de ciclina D1
provavelmente se deu pelo aumento observado na expressédo génica do inibidor de
ciclinas p21 e ao aumento da expressao do gene supressor tumoral P53 (BONTURI
et al., 2018). O ILTI poderia estar inibindo ciclinas através de um aumento na
expressao de proteinas da familia CIP/KIP, incluindo p21 e p17, que sao inibidores do
complexo ciclina-CDK nos estagios posteriores do ciclo celular S, G2 e M.

Devido ao fato do ILTI ser um eficiente inibidor de tripsina, com uma Ki de 6 x
10° M (MACEDO et al., 2007), seu efeito anticaAncer pode estar relacionado a inibigéo
desta enzima. Células leucémicas superexpressam receptores ativados por
peptidases (PARs) (ELSTE et al., 2010; BORGES, 2008) que possuem mecanismo
proteolitico irreversivel de ativagdo (ARAKAKI; PAN; TREJO, 2018). Dentre a varias
peptidases que ativam os PARs, encontram-se as tripsinas (CHANDRABALAN;
RAMACHANDRAN, 2021). Os PARs estao relacionados ao aumento da capacidade
de invasao, angiogénese, metastase e resisténcia a apoptose. Dentre os modelos de
leucemia que superexpressam PAR, sdo encontradas as linhagens celulares K-562,
Jukart, Kasumi, HL-60 (PAR-1) e HMC (PAR-2) (ELSTE et al., 2010; BORGES, 2008).
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O ILTI poderia estar se ligando a tripsina ou a outra peptidase ativadora de PAR,
reduzindo a atividade deste receptor, revertendo assim a resisténcia a apoptose das
células K-562.

Inibidores de peptidade da familia Kunitz encontrados no reino animal podem
sugerir caminhos para o entendimento de como ILTI pode estar provocando apoptose
e parada do ciclo celular. O EgK1, um inibidor de peptidase recombinante da ténia
canina Echinococcus granulosus, provocou efeitos semelhantes ao ILTI em modelo
de cancer de mama MDA-MB-231 e céncer de ovario HeLa. Houve inducido de
apoptose tardia e precoce e parada do ciclo celular com aumento da fase S.
Observou-se que o EgK1 regulou positivamente a proteina pro-apoptotica Bcel-2-like
13 e a proteina IKK-beta que é ativada por dano ao DNA, citocinas inflamatorias ou
outros estresses celulares. O EgK1 regulou negativamente a proteina hHR21, um
membro do complexo de coensinas essenciais para o celular adequado pois estao
envolvidas na coesao das cromatides irmas desde a replicagdo do DNA na fase S até
sua segregacao na mitose (RANASINGHE et al., 2018).

O Amblyomin-X, inibidor de peptidase Kunitz recombinante identificado no
cDNA de glandulas salivares do carrapato Amblyomma cajennense reduziu a
proliferacéo celular, induziu a parada do ciclo celular e apotose em modelo murino de
adenocarcinoma renal com células Renca. Observou-se regulagdo negativa da
expresséo de ciclina D1, Ki67 e Pgp, aumento do citocromo C e caspase-3 e redugao
a expressao de Bcl-2. Ciclina D1, Ki67 e Pgp estao relacionadas a agressividade e
resisténcia do carcinoma renal. Ki67 € uma proteina proliferativa exacerbada no
carcinoma renal devido a secrec&o tumoral de citocinas proangiogénicas.

Em algumas leucemias como na LLC e na LMA pode haver invaséo e
proliferagdo de células malignas na medula 6ssea e outros 6rgaos por mecanismos
similares aos encontrados em tumores solidos, ocorrendo angiogénese no
microambiente tumoral e alta excrecdo de fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (BORGES, 2008). Alguns inibidores de peptidase reduzem o VEGF como a
Esporamina, inibidor de tripsina encontrado na Ipomoea batatas, que reduziu a
expresséo e excregdo de VEGF no figado em modelo murino de cancer colorretal
(YANG et al., 2019).

N&o se sabe se a atividade anticancer do ILTI esta relacionada ao seu sitio
reativo ou a outra regido molecular. A agédo anticancer dos inibidores de peptidase
pode ainda estar relacionadas a presencga de estruturas atipicas. Por exemplo, o
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inibidor de peptidase quimérico rBbKIm, anteriormente citado, possui uma sequéncia
atipica responsavel por reduzir a adesao celular (FERREIRA et al., 2013).

No ensaio de citotoxicidade com resazurina, observamos que o ILTI n&o
apresentou seletividade para as células leucémicas em relacdo as células
mononucleares do sangue periférico humano. De fato, um desafio ao avango no uso
de inibidores de peptidase como agentes anticancer tem sido a possibilidade dos
inibidores apresentarem efeitos adversos. Afinal, peptidases séo distribuidas em todo
0 organismo humano e participam de inumeros processos fisioldgicos. Neste cenario,
o emprego de nanoparticulas para entrega seletiva do inibidor aos tecidos alvo. O
inibidor de proteassoma bortezomibe € o inibidor de peptidase para o qual foram
desenvolvidos mais sistemas de entrega seletiva de farmacos, com redugdo dos
efeitos colaterais em modelos in vivo de diversos tipos de canceres (KOS; PRUNK;
2016; VANDOOREN et al., 2016). O micro ou nanoencapsulamento ou a ligagéo a
uma nanoparticula poderiam prevenir interacbes prematuras do ILTI com tecidos
saudaveis, aumentando sua concentragao nas células e tecidos alvo e reduzindo os
efeitos colaterais, ampliando assim as possibilidades do seu emprego na clinica para
o tratamento de diversos tipos de cancer.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo, foi possivel avaliar a atividade anticAncer do ILTI em
células leucémicas e descrever o mecanismo de agdo na linhagem celular K-562, em
que o ILTI apresentou maior atividade. O ILTI demonstrou atividade citotdxica contra
células Raji, CCRF-CEM, KG-1, Kasumi, K-562 e células mononucleares do sangue
periférico humano. Observou-se também que células leucémicas K-562 tratadas com
o ILTI sofrem processo de apoptose. A apoptose foi a principal via de morte ativada,
e é possivel que a apoptose promovida por ILTI envolva a parada do ciclo celular na
fase G2/M, como observado em células K-562.



64

8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Experimentos futuros visam verificar a ativacdo de caspase-9, liberacdo de
citocromo C e avaliagado do potencial mitocondrial, a fim de consolidar os resultados
atuais e trazer um melhor entendimento da atividade anticAncer do ILTI. Outros
experimentos que podem ser realizados séo a verificagdo de expresséo e atividade
do receptor PAR e das proteinas p21, p17, p53, ciclina D1, Ki67 e Bcl-2-like 13 e
testes de citotoxicidade em modelos de cancer tumorais.
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APENDICE

APENDICE - Material Suplementar

Viabilidade de células leucémicas expostas ao ILTI em 24 h

Linhagem celular Viabilidade Celular * EP (%) Viabilidade Celular * EP (%)
ILTI 0,5 uM ILTI 5 uM
K-562 7,46 % +2,85 3,95 % 0,80
Kasumi-1 6,52% +1,32 5,26% +1,76
KG-1 6,09% +1,77 0,99% +0,0001

ICs0 e Emax obtidos nas curvas de citotoxicidade do ILTI. ICso: Concentracao de ILTI na qual a resposta
é reduzida pela metade. Emax: Efeito maximo. EP: Erro padréo da média

Linhagem celular ICs0 % EP (pM) Emax * EP (%)
Raji >0,5 59,73 £ 4,74
CCRF-CEM 0,43 + 0,0096 87,05+ 2,93
KG-1 0,47 + 0,009 67,8 +5,18
Kasumi-1 0,24 + 0,038 74,73 £ 5,24
K-562 0,6 £ 00,0181 96,35 + 1,36
Mononucleares 0,45 = 0,061 88,76 £ 12,62

Média geométrica da caspase-3 ativa em células K-562 expostas ao ILTIem 12 e 24 h

Tratamento Média Geométrica = EP Média Geométrica £ EP
12h 24 h
Controle Nao Tratado 1966 + 188,3 2074,25 + 76,74
ILTI 0,07 uM (ICs0) 2381 + 195,1 3199 + 1413

Percentuais de células K-562 nas fases G0/G1, S e G2/M, apds exposi¢ao ao ILTI por 24 h

Fase do Ciclo Celular Controle Nao Tratado ILTI 0,07 uM (ICs0)
GO0/G1 29,15 +1,250 1
S 51,1 £2,900 8,105 + 1,015

G2/M CN 16,75 £ 2,950 1C50 90,85 + 1,050
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Titulo da Pasquisa: Avallacao da atlvidade antlleucémica de compostos de origem natural e sintética

Pesquisador: EdgarJulian Paredes Gamero

Area Temaética:

Vergdo: 3

CAAE: 35853720.2.0000.0021

Instituigde Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
Patrocinador Princlpal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 4.405.223

Apresentacio do Projeto:

O pesquisador ressalta o contexto de que a bioprospecgao de produtos naturals proporclonou a obtengao de
diversas moléculas que sao utilizadas atualmente como farmacos, ou tem servido de base para a criagao de
analogos com malor potencial farmacoligico. A grande blodiversidade brasllelra despertou enorme Interesse
mundial como fonte de novas moléculas com atlvidade farmacoléglica diversa. O presente projeto de
pesquisa sera reallzado no Laborat6rlo de Blologla Melecular e Culturas Celulares e pretende Identificar
novas moléculas com atividade antitumoral, bem como seus mecanismos de a¢ao. Produtos brutos de
extratos naturals @ moléculas Isoladas de diferentes origens, naturals e sintéticas, foram seleclonados por
sua atlvidade cltotdxica em linhagens leucémicas humanas (que sao comerclalizadas e foram adquiridas
pela equipe de pesquisa). Serdo testadas purinas e pirimidinas, peptideos antimicroblanos extratos brutos
de Famlllas de plantas do cerrado e pantanal, compostos Isolados destas plantas (terpenos, flavontldes,
Isoflavonéldes, lignanas, neolignanas, glicosideos, cumarinas, cromonas, Isocromonas, quinonas,
fitoesterols, alcaloldes, saponinas, quinolonas, e elcosanoldes) e modlticagcdes quimicas de alguns
compaostos como cantinona e miltefosina e perifosina. Os compostos com melhor atividade citotéxica e malor
seletlvidade serdo usados para comparar seus efeitos em células mononucleares extraldos do sangue de
seres humanos saudavels (participantes a serem convidados na UFMS). Apés a selegao Inicial dos
compaostos com atividade, pretende-se aprofundar o entendimento dos mecanismos celulares, moleculares 8
blogquimicos destes
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compostos. Assim, busca-se dentificar novas moléculas com atividade antitumoral @ que possam servir
como base para novos analogos com mailor atividade.

Criténo de Inclusao: “Indlviduos saudavels, homens & mulheres, entre 18 @ 50 anos, que se declarem
sadlos.”

Critério de Exclusao: “individuos que se declarem doentes (cronicas ou agudas), menores de 18 anos ou
malores de 40. Individuos que se neguem a particlpar do estudo.”

O tamanho estimado da amostra & de 40 Individuos.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo primario: Avallar os efeltos antileucémicos de uma série de compostos naturals Isolados ou
sintéticos (peptideos antimicroblanas; purinas e pirimidinas; alqulifostolipldens, alquiliriazéls e derlvados
alcaloides). Obletlvo Secundario: Testar em células menonucleares do sangue de doadores saudavels o
efelto citotdxico dos compostos.

Avallagdo dos Riscos e Beneficlos:

- Riscos previstos pelo pesquisador: “A retirada de sangue venoso é um método corriquelro na investigagao
clinica e clentifica, sem graves consequéncias para o doador. Contudo é considerada uma técnica Invasiva
vista que provoca o rompimento da prote¢ao natural da pele com a penetra¢ao de uma agulha no sistema
venoso. O malor problema é uma leve dor, @ o desconforto de agulhas & da pungao; porém se houver
qualquer desconforto, o participante tem o direito de deslstir a qualquer momento. Em raras ocasloes pode
ocorrer: hematomas (durante ou apés a realizagao da pungao venosa); pungac em artérla; anemia
latrogénica (em casos de volumes malores a 100 mL); lesao nervosa; Infecgdo.”

- Beneficios previstos pelo pesquisador: “N4o ha beneficlo direto ao particlpante, Entretanto, a partir deste
estudo poderao ser identiticadas diversas moléculas com promissora atividade antitumoral.”

Comentérios e Conslderagdes sobre a Pesquisa:
Vide secdo Conclusfes ou Pendénclas e Lista de Inadequagoes.

Conslderagdes sobra 0s Termos de apresentacio obrigatéria:
Vide secdo Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequacdes.
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Recomendacgdes:
Sem recomendagoes.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequacgdes:

O pesquisador realizou adequagao da pendéncla apontada no Parecer Consubstanciado emitido por este
CEP em D1 de outubro de 2020. Apresenta todos 0s ltens necessarlos para a aprovagao do projeto de
pesqulsa.

Conslderagdes Finals a critério do CEP:

a-

Solicitamos aos pesquisadores que se atentem e obede¢am as medidas de seguranga adotadas pelos
locals de pesquisa, pelos governos municipals e estaduals, pelo Ministério da Salde e pelas demals
Instanclas do governo devido a excepclonalidade da sltuagdo para a prevengao do contaglo e o
enfrentamento da emergéncla de saide plblica de Importancla Internacional decorrente do coronavirus
(Covid-19).

As medidas de seguranga adotadas poderao Interferir no processo de realizacao das pesquisas envolvendo
seres humanos. Quer seja no contato do pesquisador com os participantes para coleta de dados e execugao
da pesquisa ou mesmo no processo de obten¢ao do Terma de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE e
Termo de Assentimento Livre e Esclarecido-TALE, Incldindo sobre o cronograma da pesquisa e outros.
Orlentamos ao pesquisador na situagao em que tenha seu projeto de pesquisa aprovado pelo CGEP @ em
decorréncla do contexto necessite alterar seu cronograma de execugdo, que faga a devida “Notlficagao” via
Plataforma Brasll, Informando alteragdes no cronegrama de execugao da pesqulsa.

b-

E de responsabliidade do pesquisador submeter ao CEP semestralmente o relatorio de atlvidades
desenvolvidas no projeto e, se for o caso, comunicar ao CEP a ocomréncia de eventos adversos graves
esperados ou ndo esperados. Também, ao término da realizagao da pesquisa, o pesquisador deve
submeter ao CEP o relatérlo final da pesquisa. Os relatérios devem ser submetidos através da Plataforma
Brasll, utilizando-se da ferramenta de NOTIFICAGAO.

Este parecer fol elaborado baseade nos documentos abalxo relaclonados:

| Tipo Documento | Arquivo | Postagem | Autor | Shuagao |
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